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1Abre´viations
2A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Absorbance
ATP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ade´nosine 5’-triphosphate
BCIP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . phosphate de 5-bromo, 4-chloro, 3-indolyl p-toluidine
BSA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . se´rum albumine bovine
BET . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . bromure d’e´thidium
BP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . bleu de bromophe´nol
Ci . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Curie
cpm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . coups par minute
DEAE-cellulose . . . . . . . . . . die´thyl-aminoe´thyl-cellulose
DMF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . dime´tyl formamide
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DMSO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . dime´tylsulfoxyde
DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide de´soxyribonucle´ique
dNTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . de´soxyribonucle´otide (N: A,C,G,T)
ddNTP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . dide´soxyribonucle´otide (N: A,C,G,T)
DTT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . dithiothre´itol
EDTA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide e´thyle`ne diamine tetrace´tique
EGTA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide e´thyle`ne glycol-bis (2-aminoe´thyl e´ther) te´trace´tique
HEPES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide 4-(2-hydroxye´thyl)-1-pipe´razine-e´thane sulfonique
IEF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . isoe´lectrofocalisation
IPTG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . isopropyl β D-thiogalactopyranoside
kb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . kilo paires de bases
kDa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . kilo Dalton
mtDNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . DNA mitochondrial
pb . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . paire de bases
PEG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . polye´thyle`ne glycol
PM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . poids mole´culaire
PMSF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . phe´nylme´thyl-sulfonyl-fluorure
p/v . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . poids/volume
PIPES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide 1,4-piperazinedie´thane sulfonique
RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide ribonucle´ique
rpm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . rotation par minute
rRNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide ribonucle´ique ribosomique
S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . constante de Swedberg
SDS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . dode´cylsulfate de sodium
SSC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . “standard sodium citrate”
SSPE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . “standard sodium phosphate EDTA”
TEMED . . . . . . . . . . . . . . . . . . . N,N,N’,N’-te´trame´thyle´thyle`nediamine
Tris . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . tris (hydroxyme´thyl) aminome´thane
tRNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . acide ribonucle´ique de transfert
UV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ultra-violet
v/v . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . volume a` volume
XC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xyle`ne cyanol
X-gal . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 bromo-4 chloro-3 indolyl β galactoside
Chapitre I
INTRODUCTION
Toutes les cellules eucaryotes pre´sentent deux syste`mes de synthe`se prote´ique distincts,
celui du noyau et celui de la mitochondrie, la cellule ve´ge´tale en renfermant un troisie`me,
celui du chloroplaste. La mitochondrie a e´te´ un des premiers organites cellulaires a` avoir e´te´
isole´ exempt d’autres membranes cellulaires. L’inte´reˆt grandissant des biologistes mole´culaires
pour la mitochondrie est duˆ au fait que cet organite posse`de un syste`me complet d’information
ge´ne´tique, de transcription et de traduction propres, analogue a` celui caracte´rise´ dans le noyau
et le cytoplasme et chez les procaryotes. Cependant, le fonctionnement du syste`me mitochon-
drial est sous la de´pendance d’interactions complexes et coordonne´es avec le syste`me nucle´o-
cytoplasmique puisque la grande majorite´ des prote´ines de l’organite est code´e par le ge´nome
nucle´aire, synthe´tise´e sur les ribosomes du cytoplasme et importe´e dans les mitochondries (Du-
jon, 1981; Tzagoloff, 1982; Tzagoloff & Myers, 1986).
Au cours des dernie`res anne´es, de nombreuses donne´es sur l’organisation des ge´nomes
mitochondriaux d’une grande varie´te´ d’organismes ont e´te´ recueillies rapidement, en grande
partie graˆce au de´veloppement des techniques de biologie mole´culaire. Ces e´tudes ont mene´ a`
des re´sultats originaux et parfois surprenants qui ont largement contribue´ a` notre connaissance
de nouveaux me´canismes de l’expression ge´ne´tique (imbrication de l’information ge´ne´tique, non-
universalite´ du code ge´ne´tique, auto-e´pissage, e´dition du RNA). De plus, d’un organisme a`
l’autre, de nombreuses et importantes disparite´s existent au niveau de l’organisation, de la
structure et de l’expression des ge`nes mitochondriaux.
Le ge´nome mitochondrial des organismes unicellulaires pre´sente une variation tre`s impor-
tante au niveau de la taille du DNA et de l’organisation des ge`nes. Au contraire, les DNA
mitochondriaux de mammife`res pre´sentent une grande homoge´ne´ite´ (aussi bien au niveau struc-
tural que dans des ge`nes) et leur capacite´ codante est exploite´e au maximum. L’analyse des
diffe´rents ge`nes a re´ve´le´ une proprie´te´ encore plus surprenante: le code ge´ne´tique utilise´ dans les
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mitochondries est diffe´rent du code universel et varie selon les organismes.
Bien que la mitochondrie posse`de son propre mate´riel ge´ne´tique, la majorite´ des ge`nes codant
pour les structures mitochondriales est situe´e dans le noyau. De l’expression coordonne´e de ces
deux syste`mes de´pend la bioge´ne`se de mitochondries fonctionnelles. Cette semi-autonomie des
syste`mes mitochondriaux a pose´ le proble`me de leur origine e´volutive.
Deux the´ories ont e´te´ propose´es:
– la the´orie endosymbiotique, conside´re´e comme la meilleure explication de l’origine du ge´nome
mitochondrial et de la complexite´ fonctionnelle de la mitochondrie elle-meˆme (Gray &
Doolittle, 1982; Gray, 1988; Taylor, 1987), est fonde´e, entre autres, sur la similitude de
l’appareil de traduction mitochondrial et bacte´rien. Selon cette hypothe`se, les mitochon-
dries re´sultent de l’association d’une cellule hoˆte ancestrale proto-eucaryote et d’une cel-
lule ae´robie de type procaryote plus primitive. La semi-autonomie de la mitochondrie a e´te´
maintenue, car elle a garde´ un ge´nome distinct capable de se re´pliquer et de s’exprimer tout
en e´tant incapable d’une existence autonome. La plupart des ge`nes actuellement trouve´s
dans le DNA mitochondrial (mtDNA) repre´sente certainement une partie de l’information
ge´ne´tique de l’endosymbiote d’origine. Cette hypothe`se implique que, d’une part, les
ge´nomes nucle´aires et mitochondriaux re´sultent de la de´rive de ligne´es se´pare´es ayant
eu une existence et une e´volution propres, avant d’eˆtre unifie´es au sein d’une meˆme cellule
et que, d’autre part, au cours de leur e´volution, des pertes et des transferts d’information
ge´ne´tique importants ont eu lieu entre le noyau et la mitochondrie.
– une autre interpre´tation de l’origine des organelles de la cellule eucaryote est fournie par
la the´orie e´volutive (Bogorad, 1975). Les ge´nomes nucle´aires et mitochondriaux (ou en-
core chloroplastiques) proviendraient d’une spe´cialisation et d’une compartimentation de
diffe´rents e´le´ments ge´nomiques disperse´s dans une cellule ancestrale non compartimente´e.
Des e´changes ge´ne´tiques entre les compartiments cellulaires auraient permis le transfert
dans le noyau, de ge`nes dont les produits ont une fonction mitochondriale.
L’e´tude des ge´nomes mitochondriaux des diffe´rents organismes offre de vastes possibilite´s
pour re´soudre ces questions relatives a` l’e´volution du DNA et aux e´changes de l’information
ge´ne´tique entre les diffe´rents compartiments cellulaires. La levure Saccharomyces cerevisiae
repre´sente un organisme de choix pour l’e´tude du syste`me mitochondrial. L’obtention de mutants
confe`re a` la levure un attrait particulier, puisque l’absence de mitochondries fonctionnelles
n’est pas le´tale, la cellule utilisant la fermentation pour croˆıtre. C’est pourquoi, de nombreuses
mutations de ge`nes nucle´aires et de ge`nes mitochondriaux implique´es dans la bioge´ne`se et la
fonction de l’organite ont pu eˆtre mises en e´vidence.
A. MUTATIONS MITOCHONDRIALES 5
A. MUTATIONS MITOCHONDRIALES
Les travaux d’Ephrussi sur la levure Saccharomyces cerevisiae ont permis de caracte´riser un
cas d’he´re´dite´ extrachromosomique a` la suite de la de´couverte de mutants respiratoires appele´s
mutants “petite colonie” ou ρ− (rho−) (Ephrussi et al., 1949). Cette mutation a conduit a` la perte
des fonctions respiratoires et a` une impossibilite´ de croˆıtre sur un substrat non fermentescible.
L’analyse ge´ne´tique de la transmission du caracte`re “petite” a abouti a` la de´finition d’un facteur
cytoplasmique ρ pre´sent dans les cellules sauvages (ρ+). Le support de ces mutations est le
DNA mitochondrial (Schatz et al., 1964; Tewari et al., 1965). Les mutations “petite” re´sultent
d’importantes de´le´tions du DNA mitochondrial, pouvant aller jusqu’a` sa perte totale (mutants
ρ0). Le segment du DNA mitochondrial conserve´ dans les mutants ρ− est amplifie´ par re´pe´tition,
de telle sorte que le mutant a la meˆme masse de DNA que dans la souche sauvage. L’utilisation
de ces mutants a permis la localisation des marqueurs ge´ne´tiques mitochondriaux graˆce aux
techniques de recombinaison dans les croisements ρ+ × ρ− et aux e´tudes de fre´quence de co-
de´le´tion et de co-re´tention de marqueurs chez les mutants ρ−.
Un deuxie`me type de mutation est repre´sente´ par les mutants de re´sistance a` des antibi-
otiques antR inhibant la synthe`se prote´ique mitochondriale (e´rythromycine, spiramycine, chlo-
ramphe´nicol, paromomycine) ou la phosphorylation oxydative (oligomycine, oxamycine) (Grivell
et al., 1973). Ces mutations re´sultent de changements ponctuels dans le DNA mitochondrial.
La dernie`re classe de mutations mitochondriales est repre´sente´e par les mutants mit− et syn−
(Tzagoloff et al., 1975a; Tzagoloff et al., 1975b; Slonimski & Tzagoloff, 1976; Tzagoloff et al.,
1976; Faye et al., 1976). Les mutations mit− provoquent une de´ficience dans la synthe`se d’une ou
plusieurs sous-unite´s des syste`mes respiratoires ou de phosphorylation oxydative. Ces mutants
posse`dent cependant une synthe`se prote´ique normale. Les mutations syn− sont localise´es au
niveau des ge`nes de tRNA ou de RNA ribosomiques et provoquent une de´ficience du syste`me de
synthe`se prote´ique mitochondriale, ce qui leur confe`re un phe´notype identique au mutant ρ−.
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Re´sume´ des diffe´rentes mutations mitochondriales:
Symbole
ge´ne´ral
Fonctions
concerne´es
Symbole
alle´lique Description et proprie´te´s
ρ toutes ρ+ type sauvage, respiration fonctionnelle
ρ− mutant de´ficient pour la fonction respiratoire
cause´ par des de´le´tions extensives dans le ge´nome
mitochondrial et re´pe´tition re´gulie`re du segment
conserve´
ρ0 mutant de´ficient pour la fonction respiratoire
cause´ par la perte totale du mtDNA
ant re´sistance ou sensibilite´ a`
des drogues ou inhibiteurs
(antibiotiques)
antS type sauvage, sensible a` l’inhibiteur
antR re´sistance a` l’inhibiteur
ant0 perte de ge`ne dans le mtDNA chez un mutant ρ−
mit chaˆıne respiratoire et phos-
phorylation oxydative
mit+ type sauvage
mit− mutant de´ficient dans un ou plusieurs composants
de la chaˆıne respiratoire ou du complexe ATPase
mit0 perte de ge`ne dans le mtDNA chez un mutant ρ−
syn synthe`se prote´ique mito-
chondriale
syn+ type sauvage
syn− mutant de´ficient pour la synthe`se prote´ique mito-
chondriale cause´ par une le´sion limite´e du mtDNA
(diffe´rent des mutants ρ−)
syn0 perte de ge`ne dans le mtDNA chez un mutant ρ−
B. CARACTE´RISTIQUES PHYSIQUES DUDNAMITOCHON-
DRIAL
Chez tous les eucaryotes, le DNA mitochondrial posse`de le meˆme roˆle fondamental qui est de
coder pour les RNA ribosomiques et les RNA de transfert du syste`me de synthe`se prote´ique
mitochondriale dont la fonction est de traduire un petit nombre de RNA messagers code´s par le
mtDNA en polypeptides essentiels de la chaˆıne de transport des e´lectrons (Tzagoloff & Myers,
1986; Attardi & Schatz, 1988).
Malgre´ l’apparente homoge´ne´ite´ fonctionnelle de la mitochondrie, le DNA mitochondrial
n’en pre´sente pas moins une extraordinaire diversite´ structurale et ge´ne´tique meˆme au sein des
quatre re`gnes eucaryotes traditionnels (Animaux, Plantes, Champignons et Protistes) (Gray &
Doolittle, 1982; Gray, 1982; Wallace, 1982; Sederoff, 1987; Clark-Walker, 1985).
La plupart des DNA mitochondriaux sont des mole´cules circulaires, mais des structures
line´aires ont e´te´ identifie´es dans l’hydre Hydra littoralis (Warrior & Gall, 1985), le champignon
Hansenula mrakii (Wesolowsky & Fukuhara, 1981) et chez Candida rhagii (Kova´cˇ et al., 1984),
le protozoaire cilie´ Paramecium aurelia (Pritchard et al., 1986) et Tetrahymena pyriformis
(Suyama et al., 1985), et chez une algue verte Chlamydomonas reinhardtii (Grant & Chiang,
1980).
La taille du ge´nome mitochondrial est tre`s variable, allant de 14,3 kb pour le ver Ascaris
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suum (Wolstenholme et al., 1987) a` une taille estime´e a` 2400 kb pour le melon Cucumis melo
(Ward et al., 1981). Chez Saccharomyces cerevisiae, elle est comprise entre 70 et 80 kb alors
que la majorite´ des mitochondries de mammife`res et d’insectes posse`de un DNA mitochondrial
beaucoup plus court: de 16 a` 17,6 kb pour l’homme, la souris, les bovins et Xenopus laevis,
a` 19 kb pour les insectes. La diffe´rence majeure entre les ge´nomes mitochondriaux compacts
et ceux de grande taille re´side dans leur organisation. En ce sens, les ge´nomes mitochondriaux
de Saccharomyces cerevisiae et d’animaux repre´sentent des extreˆmes dans l’e´volution de ce
DNA. En effet, la jonction des ge`nes mitochondriaux animaux est quasiment imme´diate, sans
longues se´quences interge´niques, contrairement a` ce qui est observe´ chez la levure Saccharomyces
cerevisiae et dans le DNA mitochondrial de plante. Cette diffe´rence dans l’organisation des ge`nes
aura des conse´quences importantes sur l’expression des diffe´rents RNAs mitochondriaux. A` part
un petit segment de DNA situe´ autour de l’origine de re´plication, le mtDNA de mammife`re est
comple`tement sature´ par des ge`nes dont aucun ne posse`de d’intron. Presque tous les ge`nes sont
transcrits depuis le brin lourd, note´ H (le second brin est appele´ brin L). Ces ge`nes, codant
pour deux rRNA, 22 tRNA, et douze prote´ines (Ojala et al., 1980), sont dans la plupart des cas
jointifs ou se´pare´s les uns des autres par quelques nucle´otides seulement. Pratiquement aucune
des phases de lecture ne posse`de de re´gions flanquantes non codantes (Montoya et al., 1981),
et un grand nombre pre´sente meˆme un codon de terminaison incomplet, celui-ci se terminant
soit par T soit par TA suivant le dernier codon sens. Dans ces cas, la polyade´nylation post-
transcriptionnelle des mRNA permet de recre´er un codon de terminaison TAA fonctionnel (Ojala
et al., 1981). Les ge`nes de tRNA, quant a` eux, sont disperse´s tout le long du ge´nome et se´parent
avec une grande re´gularite´ les ge`nes de rRNA et les ge`nes codant pour des prote´ines. Ces tRNA
apparaissent ainsi comme des signaux pour les enzymes intervenant dans la maturation des
diffe´rentes espe`ces de RNA.
L’organisation ge´ne´tique et la structure des ge`nes du mtDNA de Saccharomyces cerevisiae
contrastent fortement avec celle du mtDNA des verte´bre´s (de Zamaroczy & Bernardi, 1985;
Grivell, 1987). Non seulement les ge`nes sont noye´s au milieu de se´quences riches en nucle´otides
A+T, mais un certain nombre d’entre eux, en particulier les ge`nes codant pour l’apocytochrome b
et la sous-unite´ 1 de la cytochrome c oxydase ainsi que le ge`ne codant pour le rRNA 21S, est
discontinu. D’autre part, 16 ge`nes de tRNA sur 24 sont regroupe´s en “cluster” constituant 12%
du ge´nome. La distribution du contenu ge´ne´tique entre les deux brins du mtDNA est beaucoup
plus asyme´trique que dans le DNA des verte´bre´s; tous les ge`nes, excepte´ le ge`ne codant pour
le tRNAThr1, sont transcrits a` partir d’un seul brin. Les trois ge`nes mosa¨ıques pre´sentent une
complexite´ inhabituelle car certains introns contiennent une phase de lecture ouverte qui code
pour une prote´ine fonctionnelle intervenant dans la maturation des mRNA ou la transposition
8 INTRODUCTION
des introns (Kotylak et al., 1986; Macreadie et al., 1985; Jacquier & Dujon, 1985; Colleaux et al.,
1985).
Une autre caracte´ristique du ge´nome mitochondrial de Saccharomyces cerevisiae est que sa
structure ge´ne´tique est de´pendante de la souche (de Zamaroczy & Bernardi, 1985), notamment
quant au nombre d’introns pre´sents dans les ge`nes mentionne´s plus haut. Dans sa forme la plus
complexe, le ge`ne de la sous-unite´ 1 de la cytochrome c oxydase occupe 16 kb, une longueur
e´quivalente a` la totalite´ du ge´nome mitochondrial des mammife`res. Dans certaines souches, des
insertions de se´quences riches en nucle´otides G+C et A+T sont trouve´es dans les ge`nes des rRNA
et dans le ge`ne codant pour une prote´ine de la petite sous-unite´ du ribosome (var1). Il apparaˆıt
ainsi que les deux tiers de la longueur du ge´nome de Saccharomyces cerevisiae consistent en
re´gions non codantes (de Zamaroczy & Bernardi, 1985).
L’analyse du DNA mitochondrial de levure, par digestion avec des endonucle´ases de restric-
tion, a permis de montrer que les re´gions riches en A+T (plus de 50% du ge´nome) alternent avec
des se´quences plus riches en G+C (25%) repre´sentant les ge`nes de structure. Les longues re´gions
riches en A+T (appele´es “spacers”) sont interrompues par de courtes se´quences tre`s riches en G+C,
que l’on nomme des “clusters de G+C” (Prunell & Bernardi, 1977; Prunell et al., 1977; Sanders
et al., 1977). Ces se´quences, caracte´rise´es par la pre´sence de sites multiples de clivage d’enzymes
de restriction HpaII et HaeIII, sont le sie`ge de phe´nome`nes de recombinaison particulie`rement
fre´quents entre se´quences homologues (Dieckmann & Gandy, 1987; Zinn et al., 1988) et per-
mettent d’expliquer sans doute la variabilite´ du ge´nome mitochondrial d’une souche de levure
a` l’autre (Jacq et al., 1977). L’origine de ces se´quences, “spacers” et “clusters” riches en G+C,
n’est pour le moment pas bien connue. L’e´volution vers des ge´nomes riches en A+T pourrait eˆtre
le reflet d’un de´faut dans le me´canisme de re´paration du DNA (de´samination des cytosines en
uridines) par l’absence d’une uracile N-glycosylase mitochondriale (Wolfe & Giudice, 1988).
C. POTENTIEL GE´NE´TIQUE DU DNA MITOCHONDRIAL
Malgre´ la grande diversite´ de taille du DNA mitochondrial selon les organismes, une grande
homoge´ne´ite´ est retrouve´e en ce qui concerne le potentiel ge´ne´tique, qui est assez restreint
dans toutes les mitochondries. En effet, le DNA mitochondrial code pour les constituants
ribonucle´iques stables (rRNA et tRNA) du syste`me de synthe`se prote´ique mitochondriale et
pour un petit nombre de prote´ines.
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1 Ge`nes codant pour les composants ribonucle´iques
Dans tous les organismes e´tudie´s, les composants ribonucle´iques ne´cessaires a` la synthe`se
prote´ique mitochondriale sont code´s a` peu pre`s comple`tement par le DNA mitochondrial, alors
que la plupart des composants prote´iques est code´e au niveau du DNA nucle´aire.
Les RNA code´s par le mtDNA comprennent en plus de quelques mRNA spe´cifiques, deux
espe`ces de RNA de haut poids mole´culaire correspondant aux RNA ribosomiques mitochondri-
aux et un ensemble de tRNA. Dans les ribosomes de mitochondries de plante, on trouve en plus
des deux rRNA pre´sents dans les autres organismes, un rRNA 5S e´galement code´ par le mtDNA
(Leaver & Harmey, 1976; Cunningham et al., 1976; Bonnen & Gray, 1980).
Selon les organismes, l’ensemble des tRNA code´s par le ge´nome mitochondrial peut eˆtre tre`s
variable. Ainsi, le mtDNA des animaux et des champignons code pour tous les tRNA ne´cessaires
a` la synthe`se prote´ique mitochondriale, tandis que les mtDNA de l’algue verte unicellulaire
Chlamydomonas (Gray & Boer, 1988) et du protozoaire Tetrahymena (Suyama, 1986) ne codent
apparemment que pour un ensemble incomplet de tRNA. Chez le trypanosome, on trouve le cas
extreˆme ou` aucun ge`ne de tRNA n’a pu eˆtre identifie´ aussi bien par se´quenc¸age direct que par
hybridation RNA-DNA (Benne, 1985; Simpson, 1986).
Le DNA mitochondrial de la levure Saccharomyces cerevisiae comporte, lui, 26 ge`nes de
tRNA (Martin et al., 1977; Wesolowski & Fukuhara, 1979) si l’on tient compte d’un deuxie`me
ge`ne de tRNATrp (Martin et al., 1980) et d’un deuxie`me ge`ne de tRNATyr qui ne serait exprime´
que dans certaines souches de levure (Wesolowski et al., 1981). Une espe`ce cytoplasmique de
tRNALys est pre´sente dans les mitochondries de Saccharomyces cerevisiae mais n’est pas utilise´e
dans la synthe`se prote´ique mitochondriale (Martin et al., 1979). Sur 24 ge`nes actuellement
localise´s et se´quence´s, 19 sont situe´s dans la re´gion de´limite´e par les deux ge`nes de RNA
ribosomique. Une situation analogue est retrouve´e dans le mtDNA d’Aspergillus nidulans et
de Neurospora crassa ou` les ge`nes de tRNA sont groupe´s de part et d’autre du ge`ne du rRNA de
la grande sous-unite´ (Brown et al., 1985; Nelson & Macino, 1985). Dans les autres organismes
la situation est variable et diffe´rente. Ainsi, chez les mammife`res et les insectes, la localisation
des ge`nes de tRNA est tre`s diffe´rente puisque ceux-ci sont distribue´s uniforme´ment autour du
ge´nome mitochondrial et leurs se´quences sont contigue¨s, au nucle´otide pre`s, a` celles des ge`nes
des RNA ribosomiques et des RNA messagers.
2 Ge`nes codant pour les composants prote´iques
Le DNA mitochondrial, selon les organismes, peut porter diffe´rents types d’information relative
aux prote´ines code´es (Voir tableau I.1, p. 13). L’analyse d’un certain nombre de ge´nomes
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mitochondriaux du point de vue de leur se´quence a permis de diviser les phases de lecture en deux
groupes: celles qui spe´cifient des prote´ines du syste`me de phosphorylation oxydative et celles qui
spe´cifient des prote´ines associe´es avec les petites sous-unite´s ribosomiques ou intervenant dans
la maturation des RNA ou la transposition des introns.
Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, le DNA mitochondrial code pour sept sous-
unite´s des complexes enzymatiques de la membrane interne implique´es dans la respiration et
la phosphorylation oxydative: trois des sept sous-unite´s de la cytochrome c oxydase (les sous-
unite´s 1, 2 et 3 code´es respectivement par les ge`nes oxi3, oxi1 et oxi2 ) (Mason & Schatz, 1973),
trois des dix sous-unite´s du complexe ATPase (les sous-unite´s 6, 8 et 9 code´es par les ge`nes oli2,
aap1 et oli1 ) (Sebald, 1977; Macreadie et al., 1983) et l’apocytochrome b code´s par le ge`ne
cob (Katan et al., 1976). Certains de ces ge`nes pre´sentent une structure mosa¨ıque: en effet, le
ge`ne de la sous-unite´ 1 de la cytochrome oxydase (oxi3 ) et celui de l’apocytochrome b (cob)
contiennent des introns dont le nombre varie suivant les souches (Hensgens et al., 1983b). La
grande majorite´ de ces prote´ines est e´galement code´e par le ge´nome mitochondrial des autres
organismes mais des diffe´rences existent au niveau de leur structure. Chez les mammife`res tous
ces ge`nes sont pre´sents, mais aucun d’entre eux ne renferme d’introns.
La contribution du mtDNA dans le controˆle ge´ne´tique du complexe NADH de´shydro-
ge´nase de la chaˆıne respiratoire est beaucoup plus variable. Ainsi, tous les mtDNA de verte´bre´s
se´quence´s jusqu’a` maintenant codent pour sept ge`nes qui spe´cifient les sous-unite´s prote´iques de
ce complexe enzymatique (Chomyn et al., 1985; Chomyn et al., 1986) et les ge`nes e´quivalents
existent dans le mtDNA des champignons filamenteux (Breitenberger & RajBhandary, 1985;
de Vries et al., 1986; Brown et al., 1985); au contraire, seuls certains de ces ge`nes sont pre´sents
dans le mtDNA des trypanosomes (Benne, 1985; Simpson, 1986), de Chlamydomonas (Gray &
Boer, 1988), et des plantes (Bland et al., 1986; Stern et al., 1986). Chez les levures Saccharomyces
cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe, tous ces ge`nes sont absents du mtDNA (Lang et al.,
1983; Grivell, 1987); on ne sait pas actuellement si des ge`nes homologues a` ceux codant
pour le complexe NADH de´shydroge´nase de mammife`re sont pre´sents au niveau du ge´nome
nucle´aire des levures; de toute e´vidence la NADH de´shydroge´nase de Saccharomyces cerevisiae
est certainement fonctionnellement diffe´rente de celle des mammife`res (absence de pompe a`
protons, absence de couplage du transport des e´lectrons a` la synthe`se de l’ATP) (Ohnishi et al.,
1966; Schatz & Racker, 1966).
La signification fonctionnelle d’autres diffe´rences dans la capacite´ de codage des ge´nomes
mitochondriaux reste cependant obscure. Les ge`nes de certaines prote´ines normalement code´es
par le ge´nome mitochondrial, peuvent eˆtre spe´cifie´s par le ge´nome nucle´aire. C’est ainsi que
la sous-unite´ 9 de l’ATPase est code´e dans le noyau des cellules animales et des champignons
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filamenteux (Sebald & Hoppe, 1981) alors qu’elle est code´e par le ge´nome mitochondrial dans la
levure (Hensgens et al., 1979) et chez les plantes (Dewey et al., 1985). Les ge´nomes mitochondri-
aux de Neurospora et Aspergillus contiennent une seconde copie de ce ge`ne (van der Boogaart
et al., 1982; Brown et al., 1984) qui s’exprimerait sous certaines conditions physiologiques ou
lorsque le ge`ne nucle´aire est inactive´. Autre exemple: le mtDNA de levure code pour la prote´ine
var1 associe´e a` la petite sous-unite´ du ribosome (Douglas & Butow, 1976; Terpstra & Butow,
1979). Un autre ge`ne de prote´ine ribosomique est trouve´ dans les mitochondries de Neurospora
crassa (prote´ine S5) (Burke & RajBandhary, 1982) et une prote´ine e´quivalente a` la prote´ine var1
est code´e par le DNA mitochondrial de Torulopsis glabrata (Ainley et al., 1985). Par contre, au-
cun ge`ne de prote´ine ribosomique n’est trouve´ dans le DNA mitochondrial de mammife`re. Un
autre exemple de variabilite´ est le ge`ne codant pour la sous-unite´ α de la partie F1 de l’ATPase;
ce ge`ne n’a e´te´ trouve´ que dans les ge´nomes mitochondriaux de plantes (Isaac et al., 1985; Braun
& Levings, 1985; Schuster & Brennicke, 1986). Les ge´nomes mitochondriaux de kine´toplastes
(Benne, 1985; Simpson, 1986) et de Chlamydomonas reinhardtii (Gray & Boer, 1988) offrent des
exemples de de´viation extreˆme par rapport a` ce que l’on trouve normalement. En fait, il manque
au niveau de ces mtDNA les phases de lecture pour les sous-unite´s 6, 8 et 9. De plus, dans le
mtDNA de Chlamydomonas les ge`nes codant pour les sous-unite´s 2 et 3 de la cytochrome c
oxydase sont absents.
3 Autres ge`nes
A` coˆte´ de ces ge`nes pre´sents sur la majorite´ des ge´nomes mitochondriaux, le DNA mitochondrial
de certains organismes renferme des ge`nes additionnels dont les produits sont implique´s dans
des phe´nome`nes de recombinaison ou de maturation. Des exemples de tels ge`nes sont donne´s
par les phases de lecture pre´sentes dans certains introns de Saccharomyces cerevisiae.
L’intron r1 du rRNA 21S de la levure Saccharomyces cerevisiae est lie´ a` l’alle`le ω+
repre´sentant le locus de polarite´ de recombinaison (Dujon, 1980). Cet intron contient une phase
de lecture ouverte pouvant coder pour une prote´ine de 235 acides amine´s qui est ne´cessaire pour
une conversion des souches ω− (ne posse`dant pas l’intron) en souche ω+ lors de croisements
ge´ne´tiques (Dujon & Jacquier, 1983). Cette prote´ine correspond a` une endonucle´ase qui re´alise
une coupure double brin au niveau du site d’insertion de l’intron dans le ge`ne du rRNA 21S
(Jacquier & Dujon, 1985; Macreadie et al., 1985; Zinn & Butow, 1985; Colleaux et al., 1986).
Une phase de lecture homologue est trouve´e dans l’intron du ge`ne du rRNA 21S mitochon-
drial de Kluyveromyces thermotolerans (Jacquier & Dujon, 1983), Neurospora crassa (Burke &
RajBandhary, 1982) et Aspergillus nidulans (Netzker et al., 1982).
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Des e´vidences ge´ne´tiques et biochimiques ont montre´s que la maturation du pre´-mRNA du
cytochrome b est de´pendante de l’expression des prote´ines code´es dans l’intron 2 et l’intron 4
du ge`ne (Lazowska et al., 1980; Dhwahle et al., 1981; Weiss-Brummer et al., 1982). Ainsi, des
mutations entrainant un arreˆt pre´mature´ de la traduction par cre´ation de codons Stop dans
les phases de lecture des introns agissent en trans et empeˆchent l’e´pissage du RNA (Lazowska
et al., 1980; Aneziano et al., 1982). L’analyse des produits de traduction mitochondriale chez
de tels mutants montre l’accumulation de nouveaux peptides. Ceux-ci pre´sentent des proprie´te´s
antige´niques communes avec le cytochrome b et ont e´te´ interpre´te´s comme des prote´ines hybrides
de´rive´es de l’exon pre´ce´dent (cytochrome b) et des phases de lecture de l’intron (Weiss-Brummer
et al., 1982; Claisse et al., 1980). Des analyses similaires ont montre´ que le premier et le second
intron du pre´-mRNA de la sous-unite´ 1 de la cytochrome oxydase codent e´galement pour des
maturases (Hensgens et al., 1984; Carignani et al., 1983). L’intron 4 du ge`ne de la sous-unite´ 1 de
la cytochrome oxydase code pour une maturase latente qui peut eˆtre active´e par une mutation
ponctuelle (mim2-1) dans ce meˆme intron (Dujardin et al., 1982).
Il est e´galement inte´ressant de noter ici que certains introns mitochondriaux appartenant
au groupe II (voir § 3.2, p. 18), comme par exemple les introns aI1 et aI2 de la sous-unite´ 1 de
la cytochrome oxydase de Saccharomyces cerevisiae ou l’intron du cytochrome b de Schizosac-
charomyces pombe, codent pour des phases de lecture posse`dant des caracte´ristiques de re´verse-
transcriptases de re´trovirus (Michel & Lang, 1985).
Un dernier exemple, unique a` la levure Saccharomyces cerevisiae, est fourni par le ge`ne
ne´cessaire a` la maturation des tRNA mitochondriaux a` leur extre´mite´ 5’. En effet, le DNA
mitochondrial de la levure contient un “locus de synthe`se des tRNA”, situe´ entre les ge`nes de
tRNAMetf et de tRNA
Pro (Martin & Underbrink-Lyon, 1981; Miller & Martin, 1983). Le produit
de ce ge`ne ,appele´ RPM1 (Hopper & Martin, 1993), un RNA 9S, fait partie du complexe
ribonucle´ique constituant la RNase P mitochondriale qui fait l’objet de cette e´tude et dont la
partie prote´ique est code´e par le ge´nome nucle´aire.
D. EXPRESSION DU GE´NOME MITOCHONDRIAL
La plupart des me´canismes qui re´gulent l’expression des ge`nes mitochondriaux sont encore
assez mal compris, mais a` travers les e´tudes qui ont e´te´ mene´es re´cemment, il apparaˆıt que
la re´plication et la transcription sont deux processus intimement lie´s.
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Tableau I.1: Ge`nes mitochondriaux de Saccharomyces cerevisiae, de l’homme et de Neurospora
crassa.
Saccharomyces cerevisiae Homo sapiens Neurospora crassa
Produit du ge`ne Ge`ne Marqueurs Ge`ne Ge`ne
s/u 1 de cyt. ox. oxi3 mit− COI COI
s/u 2 de cyt. ox. oxi1 mit− COII COII
s/u 3 de cyt. ox. oxi2 mit− COIII COIII
cytochrome b cob/box mit−,antr cyt b cyt b
s/u 6 de ATPase oli2/pho1 mit−,antr ATPase 6 oli2
s/u 8 de ATPase aap1 mit− URF A6L URF
s/u 9 de ATPase oli1/pho2 mit−,antr — mal
s/u de Q re´ductase — URF 1 URF 1
s/u de Q re´ductase — URF 2 URF 2
s/u de Q re´ductase — URF 3 URF 3
s/u de Q re´ductase — URF 4 ?
s/u de Q re´ductase — URF 4L ?
s/u de Q re´ductase — URF 5 URF 5
? URF 6 ?
? URF N
? URF U
? [RF1] aucun — —
? [RF2] aucun — —
fact. transp. intron fit1 — — —
maturase [bI2] mit− — —
maturase [bI3] — —
maturase [bI4] mit− — —
maturase [aI2] mit− — —
maturase? [aI3] — —
maturase [aI4] mim — —
maturase? [aI5] — —
maturase? [aI6] — —
? — — [intron ATPase 6]
? — — [intron cyt b]
prot. ribosomique — [intron 21S rRNA]
prot. ribosomique var1 syn− — —
rRNA 21S 1g rRNA mit−,antr RNA 16S 1g rRNA
rRNA 15S sm rRNA antr RNA 12S sm rRNA
tRNA asp, etc syn− D, etc asp, etc
RNA 9S tsl(RPM1) — —
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1 Re´plication
La re´plication du DNA mitochondrial est effectue´e par une DNA polyme´rase spe´cifique d’origine
nucle´aire. Les me´canismes de re´plication ont e´te´ e´tudie´s dans les mitochondries de levure et
surtout dans les mitochondries d’origine animale.
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la re´plication s’effectue a` partir de se´quences
constitue´es de trois groupes de se´quences riches en G+C (A, B, C) et de quatre re´gions riches
en A+T. Le ge´nome mitochondrial de levure renferme sept se´quences de ce type, appele´es ori
ou rep (Bernardi et al., 1980; Blanc & Dujon, 1980). Leurs structures primaires sont identiques
entre elles, mis a` part certains changements ponctuels ou la pre´sence d’un ou deux noyaux
de se´quences riches en G+C supple´mentaires. Une structure secondaire peut eˆtre forme´e par
appariement des blocs A et B. La re´plication du DNA est pre´ce´de´e par la formation des amorces
de RNA synthe´tise´es a` partir d’un site d’initiation localise´ en amont du bloc C. L’e´longation est
bidirectionnelle se faisant sur chacun des brins de DNA (Baldacci et al., 1984).
Les DNA mitochondriaux de mammife`res comme la plupart des DNA mitochondriaux de
verte´bre´s posse`dent quant a` eux deux origines de re´plication distinctes dont la localisation sur le
ge´nome est totalement dissyme´trique: l’origine de la synthe`se du brin-H (OH) est localise´e dans
la re´gion de la boucle D du ge´nome et l’origine de la synthe`se du brin-L (OL) se trouve dans un
“cluster” de cinq ge`nes de tRNA situe´ pratiquement a` l’oppose´ de la boucle D. En pratique, la
re´plication de´bute au niveau de l’origine OH et l’e´longation se poursuit dans le sens des aiguilles
d’une montre tout le long du DNA. L’initiation de la re´plication du brin-L n’a lieu que lorsque
la fourche de re´plication a de´passe´ l’origine OL et que cette origine se trouve sous une forme
simple brin. L’initiation de la re´plication a` partir de l’origine OH est re´alise´e par une amorce de
RNA. Diffe´rentes e´tudes ont montre´ que cette amorce e´tait initie´e au niveau du promoteur de la
transcription de ce brin du DNA mitochondrial. Ainsi, initiation de la re´plication et initiation
de la transcription de´butent-elles exactement au meˆme point. L’initiation de la re´plication au
niveau de l’origine OH est donc un e´ve`nement qui de´pend du fonctionnement du promoteur de
la transcription. D’autre part, comme tous les ge`nes situe´s sur ce brin sont positionne´s en aval
de l’origine OH, le meˆme e´ve`nement d’initiation de la transcription peut servir a` la re´plication
ou a` la transcription des ge`nes sur ce brin.
Une seconde caracte´ristique inte´ressante de l’origine OH est que la transition entre la
synthe`se du RNA et la synthe`se du DNA a lieu au niveau de trois courtes se´quences conserve´es
(CSB I, II et III) (Walberg & Clayton, 1981), soupc¸onne´es de jouer un roˆle de re´gulation dans la
re´plication ou dans l’expression du DNA mitochondrial. La recherche d’une activite´ enzymatique
impliquant ces se´quences dans un processus de maturation a permis d’identifier une activite´
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enzymatique capable de couper les amorces de RNA au niveau du site de transition RNA/DNA
(Walberg & Clayton, 1981; Chang & Clayton, 1987). L’enzyme effectuant cette coupure, appele´e
RNase MRP, est une ribonucle´oprote´ine dont les deux composants, RNA et prote´ine, sont code´s
dans le noyau. Elle a e´te´ caracte´rise´e a` la fois chez l’homme (Topper & Clayton, 1990a; Topper
& Clayton, 1990b; Yuan & Reddy, 1991) et chez la souris (Chang & Clayton, 1985; Chang &
Clayton, 1987) et tre`s re´cemment le RNA constituant le composant ribonucle´ique du complexe
a e´te´ se´quence´ dans la levure Saccharomyces cerevisiae (Schmitt & Clayton, 1992).
Le deuxie`me brin du DNA mitochondrial (brin L) est synthe´tise´ a` partir de l’origine OL
situe´ a` coˆte´ de cinq ge`nes de tRNA. L’initiation de la re´plication du brin L est effectue´e par une
DNA primase mitochondriale qui est capable de reconnaˆıtre l’origine OL et d’initier la synthe`se
de DNA (Wong & Clayton, 1985a; Wong & Clayton, 1985b; Wong & Clayton, 1986). Il est
inte´ressant de noter que cette DNA primase ne´cessite un composant ribonucle´ique pour son
activite´ et le candidat le plus probable pour cette fonction paraˆıt eˆtre le rRNA 5,8S cellulaire
(Wong & Clayton, 1986). Si cela est ve´rifie´, cette ribonucle´oprote´ine doit eˆtre importe´e sous
cette forme dans la mitochondrie a` partir du cytoplasme tout comme doit l’eˆtre la RNase MRP.
L’e´longation du DNA mitochondrial au cours de la re´plication est re´alise´e par une DNA
polyme´rase de´couverte re´cemment et appele´e DNA polyme´rase γ. Elle posse`de une activite´
3’ → 5’ exonucle´asique, ce qui lui confe`re une capacite´ de correction des erreurs d’incorporation
des de´soxyribonucle´otides (Kunkel & Soni, 1988; Insdorf & Bogenhagen, 1989a; Insdorf &
Bogenhagen, 1989b; Kunkel & Mosbaugh, 1989).
2 Transcription
La transcription mitochondriale est assure´e par une RNA polyme´rase mitochondriale spe´cifique
d’origine nucle´aire posse´dant des caracte´ristiques physico-chimiques propres et diffe´rentes de
leurs homologues nucle´aires. Des de´veloppements re´cents des syste`mes de transcription in vitro
ont permis la caracte´risation des se´quences implique´es dans l’expression du DNA mitochondrial
et l’e´tude des proprie´te´s de la RNA polyme´rase. Chez la levure, l’enzyme est un complexe
multiprote´ique (Winkley et al., 1985; Kelly & Lehman, 1986; Schinkel et al., 1986; Schinkel
et al., 1987). L’activite´ de la polyme´rase peut eˆtre se´pare´e en deux composants inactifs: un
polypeptide de 145 kDa (ge`ne RPO41 ) repre´sentant le “core polyme´rase” et un polypeptide de
43 kDa qui procure la spe´cificite´ de l’initiation de la transcription (Winkley et al., 1985; Schinkel
et al., 1988; Ticho & Getz, 1988). Il est inte´ressant de noter que la sous-unite´ catalytique de
l’enzyme pre´sente des re´gions ayant de fortes homologies de se´quence avec les RNA polyme´rases
DNA de´pendantes des bacte´riophages T3 et T7 (Masters et al., 1987). Une telle situation est
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retrouve´e dans le cas des mitochondries humaines (Fisher & Clayton, 1985) ou` chaque brin
du DNA mitochondrial est transcrit a` partir d’un promoteur unique situe´ dans la re´gion de
la boucle D. Environ 150 paires de bases se´parent les sites d’initiation de la transcription et
les deux promoteurs HSP et LSP. Ils sont reconnus par une polyme´rase unique associe´e a`
un facteur de transcription qui interagit spe´cifiquement en amont de chaque promoteur pour
permettre une initiation spe´cifique (Fisher et al., 1987). Des e´tudes de de´le´tions ont permis
de montrer que les e´le´ments essentiels du promoteur sont inde´pendants et de petite taille (50
paires de bases) (Chang & Clayton, 1984). Les re´sultats obtenus ont e´galement montre´ que les
promoteurs mitochondriaux pouvaient eˆtre divise´s en deux domaines fonctionnels; une courte
se´quence au point d’initiation de la transcription et une re´gion en amont qui, lorsqu’elle est
pre´sente, entraˆıne une augmentation de l’efficacite´ de l’initiation.
Chez la levure, les promoteurs de la transcription sont multiples et ils sont disperse´s tout
autour du ge´nome, et l’e´le´ment essentiel du promoteur est repre´sente´ par une se´quence de 11
nucle´otides (la transcription de´butant dans la se´quence (A/T)TATAAGTA+1) (Christianson et al.,
1983) e´galement partage´e avec les origines de re´plication. Ce motif est localise´ a` des distances
variables en amont des ge`nes et la transcription a` partir de ces sites ge´ne`re des produits de
transcription polycistroniques qui seront mature´s pour donner naissance aux diffe´rents RNA.
Une telle se´quence consensus a e´galement e´te´ identifie´e dans les mitochondries de Torulopsis
glabrata (Clark-Walker et al., 1985) et Kluyveromyces lactis (Osinga & Tabak, 1982).
L’initiation de la transcription du DNA mitochondrial requiert la pre´sence d’un facteur
spe´cifique, appele´ mtTF1, en plus de la RNA polyme´rase mitochondriale. En effet, lorsqu’il est
seul, cet enzyme est insuffisant pour initier une transcription se´lective efficace (Fisher et al.,
1987). Par “foot-printing”, il a e´te´ montre´ que ce facteur se liait aux se´quences de DNA des
promoteurs HSP et LSP comprises entre les nucle´otides −12 et −39 de leur site de transcription
respectif. Des mutations dans ces se´quences entraˆınent une perte de reconnaissance de ces
se´quences par ce mtTF1. Des e´tudes re´centes ont montre´ que l’interaction de ce facteur avec
le DNA entraˆıne une relaxation et une courbure de celui-ci (Fisher et al., 1992). Un facteur de
meˆme nature a e´te´ de´couvert dans la mitochondrie de la levure (Fisher et al., 1991; Fisher et al.,
1992), ne´cessaire pour la maintenance du DNA mitochondrial (Diﬄey & Stillman, 1991).
En ce qui concerne la terminaison de la transcription, plusieurs observations indiquent
qu’une partie de la transcription du brin H du ge´nome mitochondrial humain s’arreˆte au
niveau de l’extre´mite´ 3’ du RNA 16S. En effet, la re´gion renfermant les deux ge`nes de RNA
ribosomique est transcrite a` une fre´quence 100 fois plus e´leve´e que les autres ge`nes situe´s en
aval sur le brin H (Gelfand & Attardi, 1981). Des e´tudes de transcription in vitro en pre´sence
de RNA polyme´rase mitochondriale purifie´e ont d’ailleurs confirme´, par la mise en e´vidence
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d’un terminateur bidirectionnel situe´ dans cette re´gion, l’existence d’une terminaison de la
transcription au niveau de l’extre´mite´ 3’ du rRNA 16S (Christianson & Clayton, 1986)
Dans les autres organismes unicellulaires, peu d’informations sont disponibles en ce qui con-
cerne la structure des promoteurs de la transcription des ge`nes mitochondriaux. Cependant, on
a pu montrer que, dans les mitochondries de Neurospora crassa (Burger et al., 1985; Breiten-
berger et al., 1985), d’Aspergillus nidulans (Ku¨ntzel et al., 1980), et de Schizosaccharomyces
pombe (Lang et al., 1983), la transcription ge´ne`re des pre´curseurs polyge´niques.
3 Maturation des produits de transcription
Dans les mitochondries de tous les organismes, les produits de transcription du DNA mito-
chondrial sont polycistroniques et la production de RNA matures ne´cessite la mise en œuvre
de me´canismes de maturation plus ou moins complexes selon les organismes et la structure
des ge`nes. Ainsi, faisons-nous une diffe´rence entre la maturation des transcrits en ge´ne´ral et le
“splicing” des RNA messagers qui permet l’e´limination des introns.
3.1 Maturation des RNA mitochondriaux
La nature polycistronique des produits de transcription dans les mitochondries de pratiquement
tous les organismes a conduit a` l’e´laboration d’un mode`le ge´ne´ral de maturation des transcrits
qui permet d’expliquer de quelle manie`re sont ge´ne´re´s les rRNA, les tRNA et les mRNA. En
effet, la production de RNA fonctionnels ne´cessite une maturation pre´cise des extre´mite´s 3’
et 5’ de ces trois classes de RNA. Ainsi, dans les mitochondries humaines ou animales, le
mode`le de maturation des transcrits primaires du mtDNA est base´ sur l’excision des tRNA
(Ojala et al., 1980; Ojala et al., 1981; Doersen et al., 1985; Manam & van Tuyle, 1987) et
requiert seulement trois types d’enzymes de maturation. Les plus importantes sont donc les
endonucle´ases responsables de l’excision des tRNA qui de´limitent les de´buts et fins des rRNA et
mRNA. Une endonucle´ase posse´dant une activite´ de type RNase P a ainsi e´te´ purifie´e a` partir de
mitochondries humaines (Doersen et al., 1985). Cet enzyme catalyse, probablement, la re´action
de clivage du pre´curseur de RNA du coˆte´ 5’ des se´quences de tRNA. Les nouveaux transcrits
ainsi ge´ne´re´s sont ensuite mature´s par modification des bases pour les tRNA (Roe et al., 1982)
et les rRNA (Dubin & Taylor, 1978) et par polyade´nylation des pre´curseurs des RNA messagers
(Ojala & Attardi, 1974).
Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, la maturation des transcrits primaires est bien
plus e´labore´e que dans les syste`mes animaux. En de´pit du fait que le ge´nome mitochondrial de
S. cerevisiae est transcrit a` partir de multiples promoteurs, la production de RNA fonctionnels
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a` partir des pre´curseurs polyge´niques ne´cessite l’action de diffe´rentes ribonucle´ases pour ge´ne´rer
des RNA matures, et, comme dans les mitochondries de mammife`res, l’excision des se´quences
de tRNA est importante pour la maturation des rRNA et mRNA matures. D’autre part, et
contrairement a` ce que l’on trouve chez les animaux, les RNA messagers de mitochondries de
la levure S. cerevisiae et des autres champignons ne sont pas polyade´nyle´s et posse`dent des
se´quences supple´mentaires en 5’ de la phase codante qui peuvent eˆtre de longueur variable. Les
activite´s enzymatiques responsables de ces maturations sont d’origine nucle´aire, exeption faite de
la RNase P mitochondriale de la levure S. cerevisiae, dont l’activite´ ne´cessite une collaboration
nucle´o-mitochondriale e´troite. L’e´tude de la maturation des tRNA par cet enzyme, ainsi que
par la 3’ pre´-tRNase responsable de la maturation en 3’ des tRNA, sera aborde´e en de´tail dans
la suite de ce travail. Chez S. cerevisiae, la plupart des RNA messagers se terminent a` coˆte´
d’une se´quence dode´came´rique conserve´e (5’-AAUAAUAUUCUU-3’). Celle-ci pourrait a` la fois jouer
le roˆle de signal “fin de messager” et eˆtre reconnue par une endonucle´ase agissant pour cre´er
une extre´mite´ 3’ des messagers matures (Thalenfeld et al., 1983; Zassenhaus et al., 1984; Osinga
et al., 1984), mais elle pourrait aussi intervenir dans l’atte´nuation de la transcription comme
cela semble eˆtre le cas dans les mitochondries animales (Etten et al., 1983; Montoya et al., 1983;
Christianson & Clayton, 1988).
Dans les organismes posse´dant un ge´nome mitochondrial compact tre`s similaire au mtDNA
de mammife`re tel que Schizosaccharomyces pombe (Lang et al., 1983), mais e´galement dans
Neurospora crassa (Breitenberger & RajBhandary, 1985; Burger et al., 1985) qui posse`de un
DNA mitochondrial plus long, toutes les se´quences codant pour des ge`nes de prote´ine sont
se´pare´es par des ge`nes de tRNA. Il semble donc que les me´canismes de maturation des RNA
dans ces organismes soient tre`s semblables a` ceux des animaux et que les se´quences de tRNA
repre´sentent des signaux de ponctuation pour la maturation des produits de transcription.
Cependant, contrairement a` la situation dans les mitochondries de mammife`res, les pre´curseurs
de mRNA et de rRNA doivent en plus subir des maturations a` leurs extre´mite´s 5’ et 3’, comme
c’est le cas dans les mitochondries de levure.
3.2 E´pissage des RNA mitochondriaux
La pre´sence d’introns dans les ge`nes mitochondriaux est en fait relativement peu fre´quente. Il
n’existe en effet que quelques organismes dont les ge`nes mitochondriaux en posse`dent; on en
trouve essentiellement chez les champignons et plantes supe´rieurs (voir tableau I.2, p. 20).
Les recherches sur l’e´pissage des RNA mitochondriaux ont e´te´ oriente´es par deux obser-
vations: la premie`re est qu’un certain nombre d’introns pre´sente en continuite´ avec le (ou les)
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exon(s) pre´ce´dent(s) une phase de lecture ouverte. En fait, ces phases de lecture ouverte codent
pour des prote´ines appele´es maturases (voir § 3, p. 11) qui sont indispensables pour l’e´limination
de ces introns; la seconde est l’observation de similitudes entre certains introns mitochondriaux
et l’intron pre´sent dans le ge`ne nucle´aire du rRNA de Tetrahymena, lequel est capable de s’auto-
e´pisser en l’absence de prote´ines (Kruger et al., 1982; Zaug et al., 1983). Une classification des
introns en deux groupes, I et II, a pu eˆtre e´tablie en fonction de diffe´rents crite`res de structure
secondaire, de pre´sence d’e´le´ments de se´quences conserve´s (Michel & Dujon, 1983; Davies et al.,
1982; Michel et al., 1982) et des me´canismes d’auto-e´pissage qui ont lieu in vitro. Ainsi, une
majorite´ d’introns mitochondriaux peut eˆtre classe´e au sein des introns du groupe I (tableau I.2,
p. 20). Ils contiennent divers e´le´ments de se´quence qui interviennent dans le repliement du RNA
et permettent l’alignement des exons. La recherche des possibilite´s d’auto-e´pissage dans la mito-
chondrie a permis de de´tecter des interme´diaires de maturation identiques a` ceux observe´s lors
de l’e´pissage de l’intron du rRNA de Tetrahymena (Zaug et al., 1983). Ces interme´diaires ont e´te´
trouve´s lors d’e´tudes in vitro pour l’intron du ge`ne du rRNA 21S de mitochondrie de la levure
Saccharomyces cerevisiae (Tabak et al., 1984), pour l’excision des deux introns pre´sents dans le
ge`ne de la sous-unite´ 1 de la cytochrome oxydase (introns aI3 et aI5) (van der Horst & Tabak,
1985), de l’intron de la grande sous-unite´ du RNA ribosomique (Garriga & Lambowitz, 1984) et
du premier intron du pre´-mRNA du cytochrome b (Garriga & Lambowitz, 1983) de Neurospora
crassa. Pour tous ces introns, l’excision est re´alise´e par deux e´tapes de transeste´rification. Dans
un premier temps, le groupe 3’ hydroxyle d’une mole´cule de GTP attaque l’extre´mite´ 5’ de
l’intron, ce qui aboutit a` la formation d’un groupement hydroxyle a` l’extre´mite´ 3’ de l’exon.
Ce groupement hydroxyle agit comme nucle´ophile dans la seconde re´action aboutissant a` la
ligation des exons et a` la libe´ration de l’intron (Cech & Bass, 1986). L’e´pissage autocataly-
tique des introns de groupe I qui a lieu dans la mitochondrie ne re´pond pas toujours aussi
simplement a` ce sche´ma re´actionnel. En effet, les proprie´te´s d’auto-e´pissage de certains introns
appartenant a` ce groupe ne semblent pas eˆtre suffisantes pour que la re´action puisse se faire et
d’autres facteurs, prote´iques notamment, sont souvent ne´cessaires. Ainsi, les introns aI3 et aI5
contiennent tous les deux une phase de lecture en continuite´ avec l’exon pre´ce´dent, et chez des
mutants “petite” ou` la synthe`se prote´ique est alte´re´e aucune maturation du pre´-mRNA dans
ces conditions n’est possible (Hensgens et al., 1983a), indiquant que, in vivo, l’auto-e´pissage des
introns peut eˆtre sous la de´pendance de certains facteurs prote´iques. Un exemple extreˆme est
donne´ par le quatrie`me intron de la sous-unite´ 1 de la cytochrome oxydase (aI4). L’analyse de
sa se´quence de DNA montre toutes les caracte´ristiques d’un intron du groupe I sans que l’on
ait pu jusqu’a` pre´sent observer de re´action d’auto-e´pissage in vitro (Tabak et al., 1986). En
fait, la maturase code´e par cet intron est inactive in vivo, et l’e´pissage est sous la de´pendance
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Tableau I.2: Classification des introns mitochondriaux
Organisme Ge`ne Intron ORF Groupe Maturase
Saccharomyces oxi3 aI1 + II oui
cerevisiae oxi3 aI2 + II oui
oxi3 aI3 + I
oxi3 aI4 + I oui
oxi3 aI5 + I
oxi3 aI6 + I
oxi3 aI7 − II
oxi3 aI8 − ?
cob bI1 − II
cob bI2 + I oui
cob bI3 + I
cob bI4 + I oui
cob bI5 − I
1r rRNA 1 + I
Neurospora crassa cyt b bI1 − I
cyt b bI2 + I
oli2 pI1 − ?
oli2 pI2 + I
1r rRNA + I
Aspergillus nidulans oxiA aI1 − I
oxiA aI2 + I
oxiA aI3 + I
cob bI1 + I
1r rRNA 1 + I
Schizosaccharomyces cox1 aI1 + I
pombe cox1 aI2 + I
cob bI1 + II
Podospora anserina cox1 aI1 + II
Kluyveromyces 1r rRNA 1 + I
thermotolerans
Zea mays cox2 1 − II
Triticum aestivum cox2 1 − II
O. sativa cox2 1 − II
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d’une autre maturase spe´cifie´e par le quatrie`me intron du ge`ne codant pour l’apocytochrome b
(Church et al., 1979; de la Salle et al., 1982). L’intervention d’aminoacyl-tRNA synthe´tase dans
les phe´nome`nes d’e´pissage des introns mitochondriaux de la levure Saccharomyces cerevisiae a
e´galement e´te´ montre´e indirectement pour ce meˆme ge`ne. En effet, le ge`ne nucle´aire NAM2 im-
plique´ dans l’e´pissage de l’intron 4 de l’apocytochrome b (Labouesse et al., 1987) correspond, en
fait, au ge`ne de la leucyl-tRNA synthe´tase mitochondriale. Une possible explication est que les
facteurs qui agissent en trans facilitent la formation ou la stabilisation de structures secondaires
particulie`res permettant ainsi l’auto-e´pissage des introns du groupe I. Un me´canisme commun
d’e´pissage des introns appartenant a` ce groupe est sugge´re´ par l’observation que la plupart des
phases de lectures ouvertes contenues dans ces se´quences posse`dent des homologies tre`s fortes
avec les maturases de diffe´rentes espe`ces (Citterich et al., 1983; Burke et al., 1984; Lang, 1984;
Waring et al., 1982).
Les introns du groupe II sont e´galement caracte´rise´s par la pre´sence de courts blocs
de se´quence conserve´e, cependant, les mode`les de structure secondaire sont conside´rablement
diffe´rents de ceux propose´s pour les introns du groupe I. Ainsi, le me´canisme d’e´pissage per-
mettant l’e´limination des introns des pre´-mRNA mitochondriaux fait appel a` un repliement
particulier de la mole´cule de RNA apre`s excision. Cette structure circulaire (Arnberg et al.,
1980; Halbreich et al., 1980) est a` comparer aux interme´diaires du type lasso (“lariat”) que l’on
trouve dans l’e´pissage des pre´-mRNA nucle´aires (Ruskin et al., 1984). D’un point de vue pure-
ment chimique l’e´pissage des introns de groupe II est semblable a` celui permettant l’excision des
introns de groupe I, a` l’exception de la premie`re e´tape qui n’est pas de´pendante de pre´sence de la
guanosine. En effet, l’attaque nucle´ophile de l’extre´mite´ 5’ de l’intron est re´alise´e par un groupe-
ment 2’ hydroxyle d’une ade´nosine localise´e a` l’inte´rieur de l’intron a` une dizaine de nucle´otides
de la jonction intron 3’-exon cre´ant l’interme´diaire du type lasso. La coupure au niveau de la
jonction intron 3’-exon est concomitante avec la ligation des exons et la libe´ration de l’intron
sous forme de lasso.
L’influence des facteurs prote´iques sur l’e´pissage des introns de groupe II est beaucoup moins
bien connue que dans le cas de l’e´pissage des introns de groupe I. Il semble tout de meˆme que
l’e´pissage des introns de groupe II soit moins sous leur de´pendance puisque, chez des mutants
“petite” de levure de´ficients pour la synthe`se prote´ique mitochondriale, l’e´pissage de l’intron aI5c
dans le ge`ne de la sous-unite´ I de la cytochrome oxydase est toujours possible (Hensgens et al.,
1983a). In vivo, il n’est cependant pas exclu que des prote´ines cytoplasmiques soient importe´es
dans la mitochondrie et facilitent la re´action d’e´pissage.
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4 Synthe`se prote´ique mitochondriale
Pour synthe´tiser les prote´ines, les mitochondries posse`dent leur propre syste`me de synthe`se
prote´ique diffe´rent de celui du cytoplasme. Ce syste`me comprend d’abord des ribosomes mito-
chondriaux qui sont sensibles aux inhibiteurs de la grande sous-unite´ des ribosomes procaryotes
(chloramphe´nicol, e´rithromycine, spiramycine), mais insensibles aux inhibiteurs de la petite sous-
unite´ des ribosomes procaryotes (kanamycine, streptomycine). Contrairement aux ribosomes cy-
toplasmiques, ils sont insensibles a` la cycloheximide. La taille des ribosomes mitochondriaux
varie d’un organisme a` l’autre: le coefficient de se´dimentation des ribosomes est de 55S chez les
animaux, 73S chez la levure et de 80S chez Tetrahymena pyriformis, Neurospora crassa et chez
les plantes (Gillham, 1978; Boynton et al., 1980). Ces ribosomes sont se´parables en deux sous-
unite´s dont la constante de se´dimentation est de 28S chez les animaux, 35S chez la levure et 55S
chez les plantes pour la petite sous-unite´, alors que pour la grande sous-unite´, cette valeur est re-
spectivement de 39S, 54S et 60S. Ces sous-unite´s contiennent chacune un rRNA et des prote´ines
dont le nombre varie selon les espe`ces. Comme nous l’avons de´ja` signale´, la grande sous-unite´
des ribosomes mitochondriaux de ve´ge´taux supe´rieurs est la seule a` comporter un rRNA 5S
comme leurs homologues procaryotes et cytoplasmiques. Les rRNA sont toujours code´s par le
ge´nome mitochondrial alors que les prote´ines ribosomales sont code´es par le ge´nome nucle´aire,
sauf quelques rares exceptions (voir tableau I.1, p. 13).
Les facteurs initiation et d’e´longation de la synthe`se prote´ique mitochondriale sont e´galement
d’origine nucle´aire (Buetow & Wood, 1978). Les facteurs d’e´longation mitochondriaux de la
levure Saccharomyces cerevisiae peuvent eˆtre se´pare´s en deux fractions correspondant aux
facteurs EF-Tu et EF-G des bacte´ries et sont respectivement interchangeables avec ceux de E. coli
(Piechulla & Ku¨ntzel, 1983). D’ailleurs, le ge`ne du facteur EF-Tu de mitochondries de levure a e´te´
isole´ par hybridation he´te´rologue en utilisant le ge`ne bacte´rien. Une remarquable conservation
de se´quence existe entre ces deux ge`nes (Nagata et al., 1983).
La synthe`se prote´ique mitochondriale s’effectue avec un faible nombre de tRNA. Ceci im-
plique l’existence de re`gles spe´ciales dans la reconnaissance codon-anticodon afin de permettre la
lecture du code ge´ne´tique par un nombre restreint de tRNA. En effet, les tRNA mitochondriaux
ont un spectre de reconnaissance e´largi dans le sens qu’un tRNA unique est capable de lire les
quatre codons d’une meˆme famille pour un amino-acide. De plus, un code ge´ne´tique diffe´rent du
code universel est utilise´ dans les mitochondries des divers organismes.
Un autre e´le´ment du syte`me de synthe`se prote´ique mitochondrial est repre´sente´ par les
aminoacyl-tRNA synthe´tases. Ces enzymes sont code´s par des ge`nes nucle´aires et sont diffe´rents
de leurs homologues cytoplasmiques par leur comportement chromatographique et leurs pro-
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prie´te´s d’aminoacylation (Schneller et al., 1976; Tzagoloff et al., 1985). L’utilisation de mutants
“pet” de levure (Dujon, 1981; Tzagoloff & Myers, 1986) a permis de caracte´riser plusieurs ge`nes
nucle´aires codant pour des aminoacyl-tRNA synthe´tases (aaRS) mitochondriales tels que la
TyrRS, la ThrRS, l’AspRS, la TrpRS ou la PheRS (Pape et al., 1985; Tzagoloff et al., 1985;
Meyers & Tzagoloff, 1985; Koerner et al., 1987). Ces enzymes sont code´s par des ge`nes distincts
de leurs homologues cytoplasmiques et posse`dent a` leur extre´mite´ N-terminale une se´quence
“signal” d’environ 20 a` 30 amino-acides permettant la spe´cificite´ de la localisation dans la mi-
tochondrie. Certains d’entre eux (ThrRS, TrpRS, TyrRS) pre´sentent de fortes homologies (30 a`
40%) avec leurs homologues procaryotes. D’autres enzymes, comme l’histidyl-tRNA synthe´tase
(Natsoulis et al., 1986) ou la valyl-tRNA synthe´tase (Schneller, 1977; Jordana et al., 1987; Chat-
ton et al., 1988) sont code´es par le meˆme ge`ne que l’enzyme cytoplasmique. L’histidyl-tRNA
synthe´tase mitochondriale ne diffe`re de son homologue cytoplasmique que par l’absence des 20
premiers amino-acides qui constituent la pre´-se´quence permettant les translocations de l’enzyme
dans la mitochondrie (Natsoulis et al., 1986).
Enfin, les mRNA mitochondriaux pre´sentent des caracte´ristiques identiques a` celles de leurs
homologues procaryotes. Leur extre´mite´ 5’ n’est pas “cappe´e” et leur extre´mite´ 3’ n’est pas
polyade´nyle´e, sauf dans le cas des mRNA mitochondriaux de mammife`res (Montoya et al.,
1981; Attardi, 1984). En effet, les mRNA mitochondriaux de mammife`res repre´sentent un cas
particulier du fait qu’ils ne renferment pas de codon Stop a` la fin de la re´gion codante (voir
§ 3, p. 12). Ces mRNA ne posse`dent pas de se´quence “leader” a` l’extre´mite´ 5’ ou de se´quence
“trailer” a` l’extre´mite´ 3’, contrairement aux mRNA de levure, de champignons ou de plantes qui
posse`dent de longues se´quences non codantes aux deux extre´mite´s et dont la taille varie selon
l’organisme et le mRNA.
5 Coope´ration nucle´o-mitochondriale dans la bioge´ne`se mitochondriale
L’assemblage de mitochondries fonctionnelles est probablement l’une des taˆches les plus com-
plexes qu’aient a` re´aliser les cellules eucaryotes. Les organismes anae´robiques facultatifs, comme
la levure Saccharomyces cerevisiae, sont capables d’adapter la biosynthe`se mitochondriale a`
leurs propres besoins selon les conditions environnementales auxquels ils sont soumis. Dans un
tel syste`me ou` plusieurs centaines de ge`nes sont implique´s, la re´gulation de leur expression de-
vient une ne´cessite´ impe´rative et celle-ci fait appel a` une collaboration e´troite entre les deux
ge´nomes nucle´aire et mitochondrial. Ainsi, l’inte´gration des processus qui conduisent a` la forma-
tion de mitochondries fonctionnelles doit eˆtre controˆle´e par des me´canimes a` tous les niveaux de
la bioge´ne`se mitochondriale — au niveau de l’action des ge`nes et de leur interaction entre eux,
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de la synthe`se prote´ique, du transport des prote´ines a` travers les membranes, et de l’assemblage
des e´difices supramole´culaires — et implique une intrication tre`s forte des circuits de controˆle.
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, l’e´tude des ge`nes nucle´aires implique´s dans la
bioge´ne`se mitochondriale a commence´ par la de´couverte de mutants nucle´aires induisant une
perte de la fonction respiratoire. Ces mutants, appele´s mutants pet , poussent sous forme de
petites colonies sur milieu solide pauvre en glucose. Un grand nombre de mutants de ce type
ont ainsi e´te´ identifie´s formant plus de 200 groupes de comple´mentation distincts. Des mutants
similaires ont e´te´ de´crits chez Neurospora crassa.
L’utilisation de ces mutants a permis le clonage, par comple´mentation, de nombreux
ge`nes nucle´aires implique´s dans la bioge´ne`se mitochondriale. Quatre groupes majeurs de
comple´mentation ont ainsi e´te´ de´finis:
– le premier groupe de mutants caracte´rise les ge`nes qui codent pour des enzymes du
me´tabolisme interme´diaire tels le cytochrome c, l’ADP/ATP translocase, les enzymes de
la biosynthe`se de l’he`me ou des sous-unite´s de la F1-ATPase;
– le second groupe de mutations alte`re les composants controˆlant l’expression du syste`me
ge´ne´tique mitochondrial comme la RNA polyme´rase (Greenleaf et al., 1986; Mueller et al.,
1987), les prote´ines ribosomiques (Myers et al., 1987b) ou les aminoacyl-tRNA synthe´tases
(Koerner et al., 1987). Il est inte´ressant de noter que tre`s rapidement chez des mutants de
ce type, on observe une perte de l’inte´grite´ du DNA mitochondrial (ces mutants deviennent
alors des mutants petite “cytoplasmiques”), ainsi, le maintien du DNA mitochondrial sous
sa forme “sauvage” est conditionne´ par la synthe`se prote´ique mitochondriale (Myers et al.,
1985);
– le troisie`me groupe de mutants touche les composants intervenant dans l’importation des
prote´ines dans la mitochondrie, comme les prote´ases localise´es dans la matrice qui e´liminent
les pre´-se´quences des pre´curseurs des prote´ines code´es par le ge´nome nucle´aire (Yaffe &
Schatz, 1984; Langgutt et al., 1986);
– le quatrie`me groupe de mutants nucle´aires pet entraˆıne des le´sions au niveau de prote´ines qui
controˆlent l’expression de certains ge`nes mitochondriaux. Les ge`nes nucle´aires correspon-
dant a` ces mutants sont re´sume´s dans le tableau I.3, p. 25.
1Sauf indication tous les ge`nes sont de S. cerevisiae
2cyt=cytochrome
3Neurospora crassa
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Tableau I.3: Ge`nes nucle´aires controˆlant l’expression de ge`nes mitochondriaux spe´cifiques
Ge`ne1
nucle´aire
(m)RNA implique´ Fonction Re´fe´rences
CBP1 cyt2 b/tRNAGlu maturation en 5’ ou
stabilite´ des mRNA
(Dieckmann et al., 1982; Dieckmann et al.,
1984)
MSS51 s/u 1 de cyt. ox. et
cyt b
e´pissage (Faye & Simon, 1983)
NAM2 s/u 1 de cyt. ox. et
cyt b
e´pissage (Labouesse et al., 1987; Herbert et al.,
1988)
CBP2 cyt b e´pissage (intron 5) (McGraw & Tzagoloff, 1983; Hill et al.,
1985)
MRS1 cyt b e´pissage (intron 3) (Kreike et al., 1986)
MRS3 cyt b e´pissage? (intron 1) (Schmidt et al., 1987)
CYT3-18 pre´-25S RNA; cyt b;
s/u 1 de cyt. ox.
e´pissage des introns
de classe 1
(Bertrand et al., 1982; Garriga & Lam-
bowitz, 1984; Collins & Lambowitz, 1985;
Akins & Lambowitz, 1987)
CYT3-19 idem CYT-18 e´pissage des introns
de classe 1
(Akins & Lambowitz, 1987)
CYT3-4 pre´-35S RNA; s/u 1
de cyt. ox. ; tRNA
stabilite´ des RNA (Turcq et al., 1992)
PET494 s/u 3 de cyt. ox. traduction (Ebner et al., 1973; Cabral & Schatz, 1978;
Mueller et al., 1984; Mueller & Fox, 1984;
Fox, 1986; Costanzo & Fox, 1986; Costanzo
et al., 1986a)
PET54 s/u 3 de cyt. ox. traduction (Costanzo et al., 1986b)
PET122 s/u 3 de cyt. ox. traduction (McEwen et al., 1986; Kloeckner-Gruissem
et al., 1987; Costanzo & Fox, 1988)
PET111 s/u 2 de cyt. ox. traduction (Ebner et al., 1973; Cabral & Schatz, 1978;
Poutre & Fox, 1987)
PET112 s/u 2 de cyt. ox. traduction (Costanzo et al., 1986b)
SCO1 s/u 2 de cyt. ox. traduction (Schulze & Ro¨del, 1987)
CBS1 (MK2) cyt b traduction (Roedel et al., 1985; Roedel et al., 1986;
Roedel, 1986)
CBS2 cyt b traduction (Roedel et al., 1986)
CBP6 cyt b traduction (Dieckmann & Tzagoloff, 1985)
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Un autre exemple d’interactions nucle´o-mitochondriales qui sera aborde´ en de´tail dans les
chapitres suivants, est la maturation de l’extre´mite´ 5’ et 3’ des tRNA mitochondriaux. La
maturation de l’extre´mite´ 5’ est effectue´e par un enzyme de type RNase P qui ne´cessite pour
son activite´ a` la fois un composant ribonucle´ique et un composant prote´ique: dans la levure
Saccharomyces cerevisiae, la partie prote´ique de cet enzyme est d’origine nucle´aire, alors que
le RNA (RNA 9S) est d’origine mitochondriale (Martin & Underbrink-Lyon, 1981; Miller &
Martin, 1983). L’activite´ endonucle´olytique responsable de la maturation en 3’ des tRNA est
e´galement code´e dans le noyau puisque cette activite´ est pre´sente chez des mutants ρ−, de´ficients
en synthe`se prote´ique mitochondriale.
Enfin, les ge`nes codant pour les enzymes de modification des tRNA cytoplasmiques et
mitochondriaux sont code´s par un meˆme ge`ne nucle´aire. Ceci est le cas pour le ge`ne TRM1
de la tRNA m22G-dime´thyltransfe´rase. Des mutations dans ce ge`ne provoquent une de´ficience en
dime´thylguanosine, a` la fois des tRNA mitochondriaux et des tRNA cytoplasmiques (Hopper
et al., 1982; Ellis et al., 1986). De meˆme, l’isopente´nylation de l’ade´nosine ou la me´thylation de
l’uridine en 5-me´thyluridine des tRNA des deux compartiments cellulaires sont perturbe´es par
une mutation nucle´aire situe´e respectivement dans le ge`ne MOD5 de l’isopente´nylpyrophosphate
transfe´rase (Martin & Hopper, 1982) et le ge`ne TRM2 de la tRNA m5U-me´thyltransfe´rase
(Hopper et al., 1982).
L’expression coordonne´e des ge`nes de ces deux syste`mes ge´ne´tiques implique l’existence
de syste`mes de re´gulation. Ainsi, l’activite´ respiratoire de la mitochondrie de levure re´pond a`
des facteurs environnementaux tels que la pre´sence ou l’absence d’oxyge`ne ou de glucose. En
anae´robiose ou lorsque le glucose est utilise´ comme source carbone´e, la synthe`se des enzymes
de la chaˆıne respiratoire et de l’ATPase mitochondriale est re´prime´e par une diminution de
la transcription de diffe´rents ge`nes nucle´aires codant pour le cytochrome c (Zitomer et al.,
1979), certaines sous-unite´s de la QH2-cytochrome c re´ductase (van Loon et al., 1982), de la
cytochrome oxydase (Lustig et al., 1982) et de l’ATPase F1 (Szekely & Montgomery, 1984).
Dans le cas du cytochrome c, la diffe´rence du niveau d’expression est de plusieurs ordres de
grandeur pour une culture sur glucose ou substrat non fermentescible, tel le lactate (Guarente
& Mason, 1983). Des e´tudes ont montre´ que des se´quences activatrices (UAS), situe´es dans la
re´gion 5’ du ge`ne CYC1 (Guarente & Mason, 1983; Guarente et al., 1984), ont une influence
sur l’efficacite´ de la transcription en fonction de la concentration en glucose (diminution de la
transcription) ou en he`me (augmentation de la transcription). Cette se´quence (UAS1) est la
cible d’une prote´ine de liaison au DNA, appele´e HAP1, dont le roˆle est de stimuler la synthe`se
de RNA en ae´robiose. Cette prote´ine, qui est le produit du ge`ne CYP1, peut e´galement se fixer
a` une se´quence d’activation du ge`ne CYC7 lui-meˆme stimule´ par l’he`me (Prezant et al., 1987;
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Zitomer et al., 1987; Verdie`re et al., 1985; Verdie`re et al., 1986); ceci sugge`re que le controˆle de
l’oxyge`ne est, en fait, en relation direct avec la concentration intracellulaire de l’he`me. En effet,
les dernie`res e´tapes de synthe`se de l’he`me ont lieu dans la mitochondrie et sont de´pendantes du
niveau d’oxyge`ne. D’autres e´vidences ont montre´ que le controˆle par HAP1 peut s’exercer sur un
grand nombre de ge`nes de prote´ines non-he´miniques (Myers et al., 1987a; Zitomer et al., 1987)
et sur au moins une prote´ine non mitochondriale (Winkler et al., 1988). Cette prote´ine, mais
e´galement des facteurs semblables tels HAP2 et HAP3 (Pinkham & Guarente, 1985; Pinkham
et al., 1987; Pfeifer et al., 1987; Forsburg & Guarente, 1988), pourraient ainsi jouer un roˆle clef
dans la synthe`se coordonne´e de prote´ines mitochondriales et non mitochondriales durant les
transitions entre la croissance en ae´robiose et en anae´robiose.
6 Importation des prote´ines et du RNA dans la mitochondrie
Comme la majorite´ des prote´ines mitochondriales sont code´es par des ge`nes nucle´aires et
synthe´tise´es dans le cytoplasme, les e´tapes finales par lesquelles s’exerce le controˆle de la
bioge´ne`se mitochondriale sont celles de l’importation dans l’un des quatre compartiments (ma-
trice, membranes interne et externe, espace intermembranaire) de l’organelle des prote´ines qui
prendront part a` la constitution des complexes multiprote´iques actifs. La plupart des prote´ines
ainsi redirige´es sont synthe´tise´es sous la forme de pre´curseurs comportant une pre´-se´quence
amino-terminale (de 12 a` 70 acides amine´s) qui contient l’information ne´cessaire au transport
des prote´ines dans la mitochondrie (Schatz & Butow, 1983; Hay et al., 1984; Douglas et al.,
1986; Hurt & van Loon, 1986; Zimmermann, 1986; Ellis & Robinson, 1987; Pfanner & Neupert,
1987).
L’importation de la plupart des prote´ines se fait en trois e´tapes:
1. attachement des pre´curseurs a` la surface de la mitochondrie par l’interme´diaire de
re´cepteurs (Zimmermann et al., 1981; Hennig & Neupert, 1981; Hennig et al., 1983);
2. translocation a` travers la (ou les) membrane(s) par un me´canisme ne´cessitant un potentiel
e´lectrique (Schleyer et al., 1982) au niveau du site de contact entre les deux membranes;
3. coupure de la se´quence signal par une prote´ase spe´cifique soluble situe´e dans la matrice .
D’autres me´canismes existent selon la localisation de la prote´ine: l’import dans la membrane
externe ne ne´cessite pas la cre´ation d’un potentiel membranaire et n’est pas accompagne´ par
un clivage prote´olytique (Freitag et al., 1982; Mihara et al., 1982; Gasser & Schatz, 1983),
mais requiert de l’e´nergie sous forme d’ATP (Kleene et al., 1987) et des sites de contact entre
les deux membranes mitochondriales semblent ne´cessaires (Ono & Tuboi, 1987); l’import dans
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l’espace intermembranaire peut se faire de deux fac¸ons diffe´rentes. Par exemple, le cytochrome c
est synthe´tise´ dans sa taille normale mais sans la pre´sence de la partie he´minique, constituant
l’apocytochrome c qui est inse´re´ directement dans la bicouche lipidique de la membrane externe.
Il est ensuite transporte´ a` travers la membrane par l’attachement covalent de l’he`me dans l’espace
intermembranaire par l’interme´diaire d’une cytochrome c he`me liase. Ni potentialisation de la
membrane, ni ATP ne sont ne´cessaires (Nicholson et al., 1987; Dumont et al., 1988; Nicholson
et al., 1988; Dumont et al., 1991). D’autres prote´ines, comme le cytochrome b2 de levure, sont
synthe´tise´es sous la forme de pre´curseurs plus grands qui pe´ne`trent dans la matrice en traversant
les deux membranes. Puis, une partie de la pre´-se´quence amino-terminale est clive´e par la
prote´ase qui mature les pre´curseurs destine´s a` la matrice ou a` la membrane interne (Ohashi
et al., 1982; Gasser et al., 1982). Le bout de pre´-se´quence restant est ensuite e´limine´ par une
seconde prote´ase localise´e sur la face externe de la membrane interne (Pratje & Guiard, 1986).
Ce second clivage libe`re la prote´ine mature dans l’espace intermembranaire (Hurt & van Loon,
1986; Schatz, 1987; Hartl et al., 1987). Ce me´canisme de transport requiert une potentialisation
e´lectrique de la membrane interne, de l’ATP, et probablement un e´tat relaxe´ du pre´curseur.
Dans la plupart des prote´ines mitochondriales, c’est la pre´-se´quence amino-terminale qui
est responsable de leur localisation dans l’organite. La partie active de la pre´-se´quence est en
ge´ne´ral plus courte que la se´quence clive´e et repre´sente seulement la portion amino-terminale. Le
domaine des se´quences “signal” permettant une telle localisation est tre`s riche en amino-acides
charge´s et hydroxyle´s, et ge´ne´ralement de´pourvu de re´sidus acides ou d’extensions hydrophobes
(Schatz, 1987). Des exceptions existent comme dans le cas de l’ornithine transcarbamylase de
souris ou` c’est la re´gion centrale de la pre´-se´quence (et non pas la partie amino-terminale)
qui soit responsable de la localisation (Horwitch et al., 1987). La se´quence de localisation de
l’apocytochrome c n’a pas e´te´ identifie´e en de´tail et il semble que ce soit la partie C-terminale de
la prote´ine qui est responsable de la translocation (Stuart et al., 1987). Il arrive parfois que des
prote´ines importe´es dans la matrice ou la membrane interne ne soient pas clive´es et posse`dent
donc la se´quence de localisation dans leur partie N-terminale (Adrian et al., 1986). En ge´ne´ral,
les pre´-se´quences ne pre´sentent que peu d’homologies entre elles; cependant, elle peuvent former
des structures amphiphiliques, he´lices α ou feuillets β, qui semblent essentielles pour la fonction.
Apre`s avoir re´sume´ les connaissances actuelles sur l’organisation et l’expression des ge´nomes
de diffe´rents organismes en ayant essaye´ de mettre l’accent sur les diffe´rences majeures existant
entre les diffe´rents syste`mes mitochondriaux, les re´sultats de´crits dans la suite de ce travail
porteront sur l’e´tude de la maturation des acides ribonucle´iques de transfert mitochondriaux
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de la levure Saccharomyces cerevisiae. Dans la premie`re partie, nous de´crirons la purification a`
homoge´ne´ite´ de la RNase P mitochondriale et la caracte´risation de ses composants prote´ique
et ribonucle´ique et l’e´tude de leurs proprie´te´s. Dans la seconde partie, nous avons caracte´rise´ le
composant ribonucle´ique de la RNase P mitochondriale de levures e´volutivement proches de Sac-
charomyces cerevisiae afin d’en de´duire un mode`le de structure secondaire sur la base d’une ap-
proche phyloge´ne´tique. La dernie`re partie de´crit la caracte´risation de l’activite´ endonucle´asique
intervenant dans la maturation de l’extre´mite´ 3’ des tRNA mitochondriaux.
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Chapitre II
MATE´RIEL ET ME´THODES
A. MATE´RIEL
1 ORGANISMES
1.1 SOUCHES DE LEVURE
1.1.1 Biologie de la levure Saccharomyces cerevisiae
La levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae est un champignon infe´rieur unicellulaire
de la famille des ascomyce`tes. Les cellules se multiplient de fac¸on ve´ge´tative inde´finiment par
bourgeonnement de la cellule me`re. Comme toutes les autres levures, S. cerevisiae peut exister
sous deux e´tats distincts: un e´tat diplo¨ıde ou un e´tat haplo¨ıde. L’e´tat haplo¨ıde apparaˆıt lorsque
les conditions nutritionnelles deviennent de´favorables. Dans ces conditions, les cellules diplo¨ıdes
subissent la me´iose et donnent quatre spores contenues dans un asque. Ces spores bourgeonnent
en donnant des cellules haplo¨ıdes qui peuvent prolife´rer inde´finiment en donnant a` nouveau des
ligne´es de cellules haplo¨ıdes.
Deux cellules haplo¨ıdes de signes distincts, a et α, peuvent fusionner et donner un zygote.
Le zygote bourgeonne en donnant des cellules diplo¨ıdes. Les phases haplo¨ıde et diplo¨ıde peuvent
avoir une importance e´gale dans la nature, mais la phase diplo¨ıde est pre´ponde´rante tant que
les conditions de vie restent favorables.
Pour le laboratoire, la levure Saccharomyces cerevisiae pre´sente un grand inte´reˆt, elle est
meˆme devenue en quelques anne´es “l’Escherichia coli des organismes eucaryotes”. En effet, la
levure regroupe un grand nombre d’avantages par rapport a` d’autres organismes eucaryotes: sa
culture en masse est facile; il est possible de faire de la ge´ne´tique (la carte ge´ne´tique comprend
de´ja` plus de 1000 ge`nes localise´s et pourra bientoˆt eˆtre mise en relation avec la carte physique du
ge´nome); elle est tre`s bien caracte´rise´e biochimiquement. Ces caracte´ristiques en font, malgre´ ses
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spe´cificite´s, un ve´ritable mode`le pour la connaissance du fonctionnement des cellules eucaryotes.
1.1.2 Souches utilise´es
Les pre´parations d’enzymes mitochondriales ont e´te´ re´alise´es sur des cultures de la souche
diplo¨ıde SM 202 de la levure Saccharomyces cerevisiae (MATa/MATα ilv/+ trp2/+ ura3/+
ura1/+ ; rho+ tsm+) (Bechmann et al., 1977). Le mutant “petite” (rho−) 1H 1263 (MATa
ura1 ; rho− tsm8+ 982ts) (Bandlow et al., 1980) a e´galement e´te´ utilise´.
Dans la partie ge´ne´tique de ce travail, nous avons utilise´ la souche diplo¨ıde isoge´nique
IH 1788 (MATa/MATα leu2-3 112ura3-52 trp1-1 his4 can1r ) se´lectionne´e par I. Herskowitz
(Siliciano & Tatchell, 1984). Cette souche a notamment e´te´ employe´e dans les expe´riences
d’interruption ge´nique.
Les souches de levureKluyveromyces bulgaricus (CBS 5667, GB 1601, GB 1602), Kluyveromyces
fragilis (4C5$=7, CBS 1556, CBS 1558), Kluyveromyces thermotolerans (CBS 6924), fournies par
le Dr. Bernard Dujon, ainsi que la souche Saccharomyces carlsbergensis ont e´te´ employe´es
pour la pre´paration de DNA total et de DNA mitochondrial et pour l’e´tude de la RNase P
mitochondriale.
1.1.3 Milieux de culture
Tous les milieux de culture sont ste´rilise´s par autoclavage pendant 30 min sous une pression de
1 bar (121 ◦C).
Milieu complet YPGal
Yeast extract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 g
Bactopeptone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g
Galactose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g
H2O qsp 1 l et pHfinal 6,5
Milieu complet YPG
Yeast extract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 g
Bactopeptone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 g
H2O qsp 1 l et pHfinal 6,5
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Milieu complet YPGly
Yeast extract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 g
Bactopeptone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g
Glyce´rol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 g
H2O qsp 1 l
Milieu minimal YNB
Yeast nitrogen base (sans Aa) . . . . . . . . . . . . . . . . . 6,7 g
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 g
H2O qsp 1 l
Le milieu minimal peut eˆtre supple´mente´ par de l’uracile (20 mg/ml), de la leucine
(100 mg/ml), du tryptophane (20 mg/ml) ou de l’histidine (20 mg/ml) que l’on rajoute apre`s
ste´rilisation.
Milieu de sporulation Sp1
Yeast extract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,5 g
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g
Ace´tate de potassium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g
H2O qsp 1 l
Si la sporulation est faible, il est possible d’utiliser le milieu minimum de sporulation qui ne
contient que de l’ace´tate de potassium a` 10 g/l.
Tous ces milieux peuvent eˆtre solidifie´s par 2% d’agar.
1.1.4 Conditions de culture
La culture des levures peut se faire sur milieu solide (boˆıte de Petri) ou en milieu liquide. La
tempe´rature optimale de croissance est de 28 ◦C; l’ae´ration doit eˆtre suffisante et maintenue
constante par agitation.
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1.2 Escherichia coli
1.2.1 Souches utilise´es
Les diffe´rentes souches d’Escherichia coli sont:
JM 103 : F’ traD36 ProA+ ProB+ lacI q lacZ∆M 15/∆(lac-proAB) thi strA endA sbcB15
supE hsdR4 (Messing et al., 1981).
Cette souche, de´rive´e d’E. coli K 12, est utilise´e comme hoˆte du bacte´riophage M13. Son
pouvoir infectieux est rendu possible par l’e´pisome F’. Ce caracte`re est maintenu graˆce au
marqueur proAB lie´ a` l’e´pisome, se´lectionne´ sur milieu minimum M 9 (en l’absence de proline).
La de´le´tion ∆M 15 dans le ge`ne lacZ porte´ par l’e´pisome de´truit l’activite´ β-galactosidase, mais
celle-ci peut eˆtre comple´mente´e graˆce au fragment α apporte´ par le bacte´riophage M13 ou par
tous les plasmides de la se´rie pUC.
TG1 : F’ traD36 ProA+ ProB+ lacI q lacZ∆M 15/∆(lac-proAB) thi supE hsdD5.
Cette souche est e´galement de´rive´e d’E. coli K12. L’e´pisome F’ lui confe`re e´galement les
caracte´ristiques de pouvoir infectieux et d’activation de la β-galactosidase par comple´mentation.
Elle posse`de en plus une caracte´ristique extreˆmement utile pour la mutage´ne`se par la me´thode
d’Eckstein: elle tole`re d’eˆtre transforme´e par un DNA simple brin rendu double brin en ayant
incorpore´ un nucle´otide soufre´, le dCTPαS.
Y1090 : ∆lacU169 ProA+ ∆(lon) araD139 strA supF trpC22::Tn10 mcrA/pMC9.
Cette souche re´unit trois proprie´te´s qui en font l’hoˆte de choix pour le criblage im-
munologique d’une banque d’expression inse´re´e dans le phage λgt 11 (Young & Davis, 1983).
En effet, cette souche, de´ficiente pour la prote´ase lon, permet l’accumulation des prote´ines fu-
sionne´es avec la β-galactosidase. Le second avantage provient de la pre´sence du plasmide pMC9,
porteur du ge`ne lacI qui code pour le re´presseur lac. Celui-ci permet de re´guler l’expression de
la prote´ine fusionne´e a` la β-galactosidase, ce qui est tre`s utile pour retarder, jusqu’au moment
de l’induction par l’IPTG, la production des prote´ines e´trange`res potentiellement toxiques pour
la cellule. Enfin, la pre´sence du tRNA suppresseur supF supprimant la mutation S100, une mu-
tation ambre dans le ge`ne de lyse S de λgt 11, dirige les phages vers le cycle lytique. Ceci est
souhaitable car des plages de lyse sont plus aise´es a` cribler avec des anticorps que des colonies.
Le plasmide pMC9 de´rive´ de pBR322 porte le ge`ne de re´sistance a` l’ampicilline et permet a`
cette souche d’eˆtre se´lectionne´e sur un milieu contenant cet antibiotique.
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1.2.2 Milieux de culture
Milieu LB
Bactotryptone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g
Yeast extract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 g
NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 g
H2O qsp 1 l et pHfinal 6,5
Milieu 2×TY
Bactotryptone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16 g
Yeast extract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 g
NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 g
H2O qsp 1 l et pHfinal 6,5
Milieu H
Bactotryptone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 g
NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 g
H2O qsp 1 l
Milieu Minimum M9
Na2HPO4,2H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7,5 g
KH2PO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 g
NaCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g
NH4Cl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 g
H2O qsp 1 l
Apre`s autoclavage, on ajoute:
Glucose 40% . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 ml
Vitamine B1 200 µg/ml . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 ml
MgSO4 1 M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 ml
Tous les milieux sont autoclave´s 30 min sous 1 atmosphe`re (121 ◦C), puis supple´mente´s, si
ne´cessaire, par des antibiotiques (ampicilline 50 a` 200 µg/ml) ou ge´lose´s par adjonction de 1,5%
d’agar (0,8% pour les ge´lose molles).
1.2.3 Conditions de culture
Escherichia coli se cultive en milieu solide ou liquide a` 37 ◦C. La tempe´rature peut eˆtre e´leve´e
a` 42 ◦C pour inactiver les produits des ge`nes thermosensibles (par exemple le re´presseur c1
du phage λgt 11). Les phages M13 et λ sont incube´s, en pre´sence des cellules hoˆtes, dans une
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couche de ge´lose molle (0,8% agar), coule´e sur une boˆıte de Petri contenant un socle ge´lose´. La
croissance des phages se manifeste alors par l’apparition des plages troubles correspondant a`
une croissance ralentie des bacte´ries (phage M13) ou de plages de lyse plus claires (phage λ).
1.2.4 Mesure de la croissance cellulaire
La croissance des cultures peut eˆtre suivie par ne´phe´lome´trie. Dans un spectrophotome`tre la
diffusion de la lumie`re induite par la culture est mesure´e a` 550 nm.
En phase exponentielle de croissance, le temps de ge´ne´ration des levures sauvages est compris
entre 1 h 30’ et 1 h 45’ en milieu complet. Il est sensiblement allonge´ en milieu minimal (2 h 30’
a` 3 h).
Les cellules d’Escherichia coli se divisent toutes les 20 a` 25 min environ, dans les conditions
optimales.
1.2.5 Conservation des souches
Une suspension e´paisse de cellules en phase exponentielle de croissance dans 2 ml de milieu
complet (YPG pour les levures, LB pour les bacte´ries) contenant 20% de glyce´rol est congele´e
instantane´ment dans de l’azote liquide. Les cellules peuvent eˆtre conserve´es a` −80 ◦C pendant
plusieurs anne´es.
2 VECTEURS DE CLONAGE
2.1 PLASMIDES ET PHAGEMIDES
2.1.1 Plasmides de Escherichia coli
Nous avons surtout utilise´ dans E. coli les vecteurs multifonctionnels de la se´rie pTZ18/19
(Mead et al., 1986) qui rassemblent un certain nombre d’avantages pour le clonage. De petite
taille (2,9 kb), ces vecteurs posse`dent deux origines de re´plication, l’une du plasmide pBR322
(Bolivar et al., 1977), l’autre du phage f1, un ge`ne de re´sistance a` l’ampicilline ainsi qu’une
partie du ge`ne lacZ d’E. coli. Sa petite taille facilite la transformation, son “polylinker” inse´re´
dans la re´gion lac multiplie les possibilite´s de clonage; son nombre e´leve´ de copies dans la cellule
ainsi que sa possibilite´ d’amplification augmentent le rendement des pre´parations de plasmides.
Ce vecteur exploite le phe´nome`ne appele´ alpha-comple´mentation de´couvert par Ullman,
Jacob et Monod en 1967. Ils montre`rent qu’une cellule pre´sentant un certain nombre de
de´le´tions dans l’extre´mite´ 5’ du ge`ne lacZ synthe´tisait un fragment inactif de la β-galactosidase,
appele´ le fragment omega (ω). De manie`re identique, une cellule qui porte une de´le´tion de
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l’extre´mite´ 3’ de lacZ code pour un fragment N-terminal inactif de la β-galactosidase, le fragment
alpha (α). Cependant, si une cellule contient les deux parties du ge`ne, l’un dirigeant la synthe`se
du fragment alpha, et l’autre la synthe`se du fragment omega, l’activite´ de la β-galactosidase est
reconstitue´e.
La re´gion lacZ’ inte´gre´e dans le vecteur pTZ18/19 code pour les 145 premiers triplets de
la β-galactosidase codant pour le peptide α. Dans la souche E. coli JM 103 utilise´e comme
re´ceptrice, l’ope´ron lactose a e´te´ entie`rement de´le´te´ du chromosome. Cependant, le fragment ω,
capable de comple´menter la β-galactosidase sous la forme d’un complexe actif, est porte´ par
l’e´pisome F’. La comple´mentation est visualise´e en pre´sence d’IPTG et de X-Gal. L’IPTG qui
inactive le re´presseur lac, de´re´prime la synthe`se du peptide ω, alors que le X-Gal est un substrat
non colore´ qui devient bleu suite a` son hydrolyse par la β-galactosidase. La se´lection directe des
cellules portant un vecteur recombine´ peut donc se faire simplement par inactivation du ge`ne
lacZ’ de pTZ18/19 qui donne lieu a` des colonies blanches. Le plasmide contient e´galement, en
amont des sites uniques de clonage, le promoteur des ge`nes tardifs du phage T7 qui permet
l’obtention, in vitro, de produits de transcription en pre´sence de la RNA-polyme´rase de ce
phage. Enfin, les vecteurs pTZ18/19 ont la capacite´ de produire, graˆce a` l’origine de re´plication
du phage f1, des formes monobrins apre`s coinfection des cellules par le phage “helper” M13K07.
Les plasmides posse´dant la caracte´ristique de se perpe´tuer sous formes double brin ou simple
brin sont appele´s des phagemides. Ce type de vecteur est utilise´ entre autre pour la mutage´ne`se
dirige´e, le se´quenc¸age du DNA ou la transcription in vitro.
2.1.2 Plasmides navettes E. coli/S. cerevisiae
Ces plasmides de´rivent de plasmides E. coli et portent tous, en plus de l’origine de re´plication
et d’un ge`ne de se´lection dans E. coli , une origine de re´plication de levure (2µ ou ARS) et un
ge`ne marqueur pour la se´lection dans la levure. Ces vecteurs pre´sentent l’avantage de pouvoir
eˆtre se´lectionne´s et amplifie´s aise´ment dans la bacte´rie avant d’eˆtre utilise´s pour transformer la
levure.
Nous avons essentiellement utilise´ le plasmide pJDB207 (Beggs, 1978) puisqu’il constitue
le vecteur qui a e´te´ utilise´ pour constituer la banque ge´nomique de levure. Ce plasmide est
constitue´ du plasmide pAT153 (un de´rive´ de pBR322 a` nombre de copies e´leve´), du fragment
EcoRI D du plasmide 2µ et du marqueur de se´lection LEU2. Le nombre de copies est e´leve´ et
plusieurs sites de clonage place´s dans les ge`nes de re´sistance a` l’ampicilline ou a` la te´tracycline
sont disponibles.
Le vecteur pFL38 (Bonneaud et al., 1991) a e´te´ utilise´ comme te´moin de transformation des
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levures. Il porte le ge`ne de se´lection URA3 et posse`de une origine de re´plication de levure de
type ARS (“Autonomously Replicating Sequence”) couple´e a` un fragment de centrome`re (CEN)
qui re´fre`ne la re´plication de ce plasmide et la synchronise avec celle du chromosome.
2.2 BACTE´RIOPHAGES
2.2.1 Le phage M13
Le bacte´riophage M13 d’E. coli est un phage filamenteux contenant un ge´nome monocate´naire
et circulaire de 6407 nucle´otides. Le phage M13 n’infecte que les cellules d’E. coli pourvues de
F-pili (posse´dant l’e´pisome F’); dans la bacte´rie son ge´nome est converti en forme re´plicative
bicate´naire. Lors de l’encapsidation du phage seul, le “brin plus” de DNA est habille´ de prote´ines
d’enveloppe pour former de nouveaux virions. Les bacte´ries infecte´es par le phage M13 ne sont
pas lyse´es, leur croissance est simplement ralentie, ce qui se traduit par un tapis cellulaire ponctue´
de plages plus claires.
L’inte´reˆt de M13 pour la biologie mole´culaire provient de sa physiologie et plus pre´cise´ment
de deux proprie´te´s:
• la forme re´plicative bicate´naire permet de l’utiliser comme un plasmide pour le clonage;
• le DNA monocate´naire, de pre´paration aise´e a` partir des phages, permet de se´quencer les
fragments inse´re´s par la me´thode de terminaison des chaˆınes (Sanger et al., 1977).
Dans le but de faciliter le clonage, une se´rie de de´rive´s de ce phage M13 a e´te´ construit
par Messing (Messing, 1979), les bacte´riophages M13mp. Messing a inse´re´ dans ces phages
M13mp le ge`ne codant pour le peptide α de la β-galactosidase, dont l’utilite´ est de permettre
la se´lection des cellules infecte´es par un phage recombinant. D’autre part, il a inse´re´ au de´but
de ce ge`ne un “polylinker” qui contient plusieurs sites de restriction uniques qui serviront au
clonage.
2.2.2 Le phage λgt 11
Le phage λ est un bacte´riophage a` DNA bicate´naire line´aire dont la biologie est tre`s bien connue.
La particularite´ de ce bacte´riophage est d’eˆtre un phage tempe´re´ qui peut induire chez la cellule
hoˆte soit un e´tat lysoge`ne ou` le DNA du phage est inte´gre´ dans le ge´nome de l’hoˆte, soit une
lyse de la cellule avec libe´ration de nouvelles particules phagiques.
Un des grands avantages du phage λ pour le biologiste mole´culaire est que son ge´nome est
organise´ en blocs distincts de ge`nes. Cette organisation ge´ne´tique a permis de construire un
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grand nombre de vecteurs, utilisables pour le clonage, dont les re´gions non-essentielles pour la
croissance lytique ont e´te´ de´le´te´es.
λgt 11 (Young & Davis, 1983) (λlac5 ∆shndIII λ2-3 srlλ3◦ cl ts857 srlλ4◦ nin5 srlλ5◦
Sam100) est un vecteur commune´ment utilise´ lors des criblages immunologiques des banques
d’expression dans E. coli. Ce vecteur contient le ge`ne lacZ de E. coli et permet l’expression de
fragments de DNA e´tranger sous forme de prote´ines de fusion avec la β-galactosidase lorsque
celui-ci est dans la bonne orientation et dans la bonne phase de lecture. En raison de la force
du promoteur du ge`ne lacZ et de la forte propagation du phage pendant la phase lytique de
l’infection, un pourcentage non ne´gligeable (0,1 a` 4%) des prote´ines de E. coli est produit a`
partir de lacZ . Ce vecteur posse`de deux autres proprie´te´s ge´ne´tiques inte´ressantes:
• il code pour un re´presseur thermosensible, cl857, qui permet de controˆler le passage de
l’e´tat lysoge`ne a` l’e´tat lytique;
• la mutation ambre S100 dans le ge`ne de la lyse permet l’accumulation des prote´ines au
sein des bacte´ries ne posse´dant pas un suppresseur fort de mutation ambre avant que la
lyse n’intervienne.
3 PRODUITS CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES
3.1 PRODUITS CHIMIQUES
Les produits chimiques usuels proviennent des laboratoires Merck, Sigma ou Bœhringer–
Mannheim. Les alcools et solvants viennent des laboratoires Carlo Erba, les constituants des
milieux de culture de Difco et les supports pour la chromatographie de Whatman, IBF, et
Merck.
Le “kit” pour la de´tection colorime´trique des prote´ines est: “Biorad Protein Assay” (Biorad);
Bleu de Coomassie: (Serva Blue G-250).
Les produits chimiques pour la biologie mole´culaire, tels que les nucle´otides, les antibiotiques,
l’IPTG et X-Gal, le bromure d’e´thidium ont e´te´ achete´s aux socie´te´s Bœhringer–Mannheim,
Pharmacia ou Merck. L’agarose provient de Bœhringer–Mannheim, l’agarose a` faible point
de fusion “Nusieve — Genetic Technology Grade” de FMC Bioproducts, l’acrylamide et le
bisacrylamide de BDH.
Les membranes de filtration sont de Millipore, la nitrocellulose de Schleicher & Schuell, les
membranes d’hybridation “Zeta Probe” de Biorad et “Hybond” d’Amersham.
Les oligonucle´otides ont e´te´ synthe´tise´s a` l’IBMC par Mme Annie Hœft sur un synthe´tiseur
Applied Biosystems.
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Les produits radioactifs [32P] ou [35S]-nucle´otides et [125I]-prote´ine A sont de Amersham.
3.2 PRODUITS BIOLOGIQUES
Les enzymes pour couper, de´grader, synthe´tiser ou modifier les acides nucle´iques proviennent
des fournisseurs habituels (Bœhringer–Mannheim, New England Biolabs, BRL, Pharmacia ou
Amersham)
Le lysozyme provient de Bœhringer–Mannheim, la prote´inase K de Merck, la nucle´ase
micrococcale de Whortington Laboratories ou Pharmacia, la Zymolyase de Seikagoku Kogyo
Biochemicals.
4 ANALYSE INFORMATIQUE
4.1 PROGRAMMES ET BANQUES DE DONNE´ES
L’analyse et la comparaison des se´quences nucle´otidiques ou prote´iques ont e´te´ re´alise´es a` l’aide
des programmes de´veloppe´s, dans leur version 7.2, par le GCG (Genetics Computer Group,
Inc.) et imple´mente´s sur VAX (Digital Equipment Corporation) sous syste`me VMS version 5.4
(Devereux et al., 1984).
Les banques de donne´es utilise´es pour les recherches d’homologies sont les suivantes:
Genbank Vers. 67.0 (3/91)
SWISS-prot Vers. 24.0 (12/92)
EMBL Vers. 34.0 (3/93)
Prosite Vers. 10.0 (12/92)
PIR-Prot. Vers. 32.0 (3/92)
Il est a` noter que la banque Genbank est mise a` jour chaque semaine graˆce a` une liaison
te´le´phonique avec l’EMBL.
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4.2 CODES
4.2.1 Code ge´ne´tique
U C A G
UUU Phe UCU Ser UAU Tyr UGU Cys U
UUC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys C
U
UUA Leu UCA Ser UAA Stop UGA Stop[Trp] A
UUG Leu UCG Ser UAG Stop UGG Trp G
CUU Leu[Thr] CCU Pro CAU His CGU Arg U
CUC Leu[Thr] CCC Pro CAC His CGC Arg C
C
CUA Leu[Thr] CCA Pro CAA Gln CGA Arg A
CUG Leu[Thr] CCG Pro CAG Gln CGG Arg G
AUU Ile ACU Thr AAU Asn AGU Ser U
AUC Ile ACC Thr AAC Asn AGC Ser C
A
AUA Ile[Met] ACA Thr AAA Lys AGA Arg A
AUG Met ACG Thr AAG Lys AGG Arg G
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly U
GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly C
G
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly A
GUG Val(Met) GCG Ala GAG Glu GGG Gly G
Les diffe´rences du code ge´ne´tique de la mitochondrie de levure par rapport au code universel
sont indique´es entre crochets.
4.2.2 Codification des acides amine´s
Codification a`
Classement des
acides amine´s Acide amine´ 3 lettres 1 lettre PM pK
Acides amine´s hydrophobes Alanine Ala A 89,09
Isoleucine Ile I 131,17
Leucine Leu L 131,17
Me´thionine Met M 149,21
Phe´nylalanine Phe F 165,19
Proline Pro P 115,13
Tryptophane Trp W 204,23
Valine Val V 117,15
Acides amine´s polaires Asparagine Asn N 132,12
(hydrophiles et non charge´s) Cyste´ine Cys C 121,15 8,30
Glutamine Glu Q 146,15
Glycine Gly G 75,07
Se´rine Ser S 105,09
Thre´onine Thr T 119,12
Tyrosine Tyr Y 181,19 10,95
Acides amine´s charge´s Arginine Arg R 174,20 12,50
positivement Histidine His H 155,16 6,50
Lysine Lys K 146,19 10,79
Acides amine´s charge´s Ac. Aspartique Asp D 133,10 3,91
ne´gativement Ac. Glutamique Glu E 147,13 4,25
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B. ME´THODES
1 ME´THODES CONCERNANT LES PROTE´INES
1.1 TECHNIQUES GE´NE´RALES
1.1.1 De´termination de la concentration en prote´ines
a) Me´thodes spectrophotome´triques directes
La concentration en prote´ines des extraits contenant des acides nucle´iques peut eˆtre de´termine´e
par leur absorption diffe´rentielle sous lumie`re Ultra-Violette, graˆce a` la formule suivante (Ehres-
mann et al., 1973):
Quantite´ de prote´ines (mg/ml)= 0,3175×(A228,5nm−A234,5nm)
Si la teneur en acides nucle´iques est infe´rieure a` 10%, la concentration en prote´ines est
donne´e par la relation suivante (Warburg & Christian, 1941):
Quantite´ de prote´ines (mg/ml)= A280nm × 1, 55 − A260nm × 0, 76
b) Me´thode colorime´trique
Cette technique de´crite par Bradford (Bradford, 1976) est fonde´e sur l’effet hyperchrome
de la fixation des prote´ines au bleu de Coomassie. Elle permet la quantification de faibles
concentration de prote´ines (10 µg/ml). Nous l’avons adapte´e pour faire un moyen rapide et
sensible de quantification simultane´e de nombreux e´chantillons (fractions chromatographiques):
50 µl d’e´chantillon (dilue´ ou non) sont me´lange´s a` 200 µl de colorant “Biorad” dilue´ 4 fois, dans
des puits de microplaques de titration a` fond plat. Apre`s 5 min, la plaque est lue a` 595 nm ou
a` 620 nm (selon l’appareillage). Le profil d’e´lution peut ainsi eˆtre trace´ et les valeurs compare´es
a` celles d’une gamme e´talon de BSA (relation line´aire entre 1 µg et 20 µg).
1.1.2 Pre´cipitation des prote´ines
a) Pre´cipitation au sulfate d’ammonium
La purification des prote´ines commence souvent par une e´tape de concentration; la plus
fre´quemment utilise´e est la pre´cipitation au sulfate d’ammonium. Ces avantages principaux
sont: qu’a` saturation, la molarite´ en sulfate d’ammonium est suffisamment e´leve´e pour entraˆıner
la pre´cipitation de la plupart des prote´ines; qu’au moment de la dissolution du sel, il n’y a pas
de de´gagement de chaleur dommageable pour les prote´ines; que la densite´, meˆme a` saturation,
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est suffisament faible pour ne pas interfe´rer avec la se´dimentation des prote´ines pre´cipite´es lors
de la centrifugation et qu’en solution, il prote`ge la plupart des prote´ines de la de´naturation.
La molarite´ a` laquelle pre´cipite une prote´ine est de´termine´e empiriquement et de´pend des
autres prote´ines pre´sentes. La quantite´ totale de sulfate d’ammonium a` ajouter pour atteindre
le pourcentage de saturation voulu est de´termine´e a` l’aide du tableau II.1. La pre´cipitation
est conduite a` 0 – 4 ◦C et a` un pH voisin de la neutralite´ par additions successives de sulfate
d’ammonium. Apre`s dissolution comple`te, on observe un de´lai de 15 a` 30 min pour qu’un bon
e´quilibre puisse s’e´tablir entre les prote´ines et le solvant. La solution est alors centrifuge´e 30 min
a` 10000 × g a` 4 ◦C (rotor Beckman Ti 50.2).
Tableau II.1: Quantite´ de sulfate d’ammonium a` ajouter pour obtenir un pourcentage
de saturation donne´, pour un litre de solution.
b) Pre´cipitation a` l’ace´tone–HCl
L’addition de solvant organique dans une solution aqueuse modifie la solubilite´ des prote´ines
par abaissement de la constante die´lectrique du milieu. La majorite´ des prote´ines est de´nature´e
par cette technique qui reste ne´anmoins tre`s utile pour pre´cipiter, en absence de sels, de
faibles quantite´s de prote´ines (quelques ng; avant e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide,
par exemple). D’autre part, elle permet l’e´limination des lipides, des de´tergeants non ioniques,
du glyce´rol et des sels qui pourraient interfe´rer avec la migration des prote´ines dans le gel.
La concentration d’ace´tone ne´cessaire a` la pre´cipitation est inversement proportionnelle a`
la taille des prote´ines, mais de´pend aussi de la structure tridimensionnelle de la prote´ine et du
pH de la solution. Dans des conditions proches de leur pHi et a` basse tempe´rature, la plupart
des prote´ines pre´cipitent en pre´sence de 80% (v/v) ace´tone contenant 0,2% HCl. Apre`s 30 min a`
−20 ◦C, les prote´ines sont re´colte´es par centrifugation 15 min a` 10000 × g. Le culot est ensuite
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lave´ a` l’e´ther, se´che´, puis repris dans de l’eau.
1.1.3 Fractionnements des prote´ines par e´lectrophore`se
Dans une se´paration par e´lectrophore`se, les particules charge´es, sous l’influence d’un champ
e´lectrique forme´ par deux e´lectrodes, vont migrer vers l’e´lectrode de signe oppose´ a` la charge de
la particule.
Dans un gel (de polyacrylamide) le mouvement des particules (des prote´ines) est retarde´
par les interactions qu’exerce sur les particules la matrice du gel. Celui-ci joue le roˆle de
tamis mole´culaire. Ces interactions qui s’opposent a` la force e´lectrique entraˆınent une migration
diffe´rentielle des constituants prote´iques d’un e´chantillon.
En ge´ne´ral, le fractionnement par e´lectrophore`se sur gel de´pend de la taille, de la force et
de la charge nette des macromole´cules. Ainsi, les syste`mes de fractionnement des prote´ines dans
leur configuration native ne peuvent pas distinguer entre les effets de la taille, de la forme ou de
la charge sur la mobilite´ e´lectrophore´tique. Par conse´quent, des prote´ines de poids mole´culaire
diffe´rent peuvent avoir la meˆme mobilite´ dans ces syste`mes.
a) E´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide en conditions de´naturantes
En pre´sence de SDS, l’e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide permet de lever ces limitations
en imposant la meˆme charge caracte´ristique pour tous les polypeptides d’un meˆme e´chantillon.
Ce de´tergeant anionique de´nature les prote´ines et les dissocie en leurs sous-unite´s, graˆce a` sa
chaˆıne aliphatique qui s’associe fortement a` leurs domaines hydrophobes. En ge´ne´ral, la quantite´
de SDS fixe´e est proportionnelle a` la taille de la chaˆıne polypeptidique et les sous-unite´s ont alors
toutes le meˆme rapport charges sur masse. Ces dernie`res migrent par conse´quent vers l’anode,
a` une vitesse inversement proportionnelle au logarithme de leur taille.
L’e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide–SDS de´veloppe´e par Laemmli (Laemmli, 1970)
est caracte´rise´e par la discontinuite´ de trois parame`tres:
• La concentration en acrylamide de´termine la porosite´ du gel (4% dans le gel de concen-
tration; 10 a` 15% dans le gel de se´paration);
• le pH (8,8 pour le tampon d’e´lectrophore`se Tris-Glycine; 6,8 pour le tampon Tris-HCl dans
le gel de concentration; 8,8 pour le tampon Tris-HCl dans le gel de se´paration);
• la mobilite´ des ions diffe´rentes du gel (Cl−; [prote´ines-SDS]#) et du tampon d’e´lectropho-
re`se (Glycine#).
Le gel se compose donc de deux parties:
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– Le gel de concentration faiblement re´ticule´ concentre et focalise les prote´ines dans un
e´tat de´nature´ a` l’interface des deux gels et permet ainsi une re´solution plus fine des
bandes;
– le gel de se´paration plus concentre´ fractionne les prote´ines selon leur taille.
Pour une re´solution de prote´ines de taille comprise entre 10 et 120 kDa, nous avons employe´
des gels a` 10 ou 12% d’acrylamide de composition suivante:
Composition des gels de polyacrylamide de´naturants
Solutions Gel de Se´paration Gel de
(µl) 10% 12% Concentration
Acryl./bisAcryl. 30/0.8% 1660 2000 325
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 / SDS 0,4% 1250 1250 —
Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 / SDS 0,4% — — 625
H2O 2080 1750 1525
Persulfate d’ammonium 10% 34 34 25
TEMED 7 7 5
Le volume total des solutions est calcule´ pour un “mini-gel” de dimensions 8 cm × 8 cm.
Apre`s avoir coule´ le gel de se´paration au trois quart de la hauteur des plaques, 200 µl de butanol
sont de´pose´s a` la surface du gel pour permettre une polyme´risation rectiligne; ce n’est qu’ensuite
qu’est coule´ le gel de concentration dans lequel seront moule´es les poches de de´poˆt.
L’e´chantillon prote´ique est de´nature´ 3 min a` 95 ◦C apre`s addition d’un quart de volume de
tampon de de´naturation 5 × (Tris-HCl 0,3 M pH 6,8, SDS 10%, glyce´rol 40%, β-mercaptoe´thanol
4%, bleu de bromophe´nol 0,05%), puis imme´diatement de´pose´ sur le gel. La migration pour un
“mini-gel” se fait a` 50 V dans le gel de concentration, puis a` 100 V jusqu’a` ce que le bleu atteigne
le bas du gel; Le tampon d’e´lectrophore`se est: Tris-base 6 g/l, glycine 28,8 g/l, SDS 1 g/l.
L’e´lectrophore`se en conditions de´naturantes permet de de´terminer le poids mole´culaire (PM)
de chaˆınes polypeptidiques d’une prote´ine selon la relation Rm = f(log(PM)) ou` Rm correspond
a` la distance de migration par rapport au front, apre`s e´tablissement d’une courbe d’e´talonnage
obtenue a` partir de prote´ines de re´fe´rences.
b) E´lectrophore`se des prote´ines en conditions natives — Le Phast-System (Pharmacia)
L’entreprise Pharmacia–LKB Biotechnology a mis au point un module d’e´lectrophore`se, le Phast-
System, qui permet de re´aliser diffe´rents types d’e´lectrophore`se rapidement et dans d’excellentes
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conditions de reproductibilite´. Nous l’avons utilise´ essentiellement pour l’e´lectrophore`se sur gel
de polyacrylamide en conditions natives et pour l’e´lectrofocalisation.
Les gels utilise´s (Phastgel), sont fournis pre´coule´s sur un support plastique. Les de´poˆts sont
faits directement sur un peigne a` usage unique, dans une rainure pre´-calibre´e situe´e a` l’extre´mite´
de chaque dent. Trois types de peigne sont disponibles: 6 dents avec une rainure de 4 µl et 8
dents avec une rainure de 0,5 ou 1 µl.
La quantite´ de prote´ines des e´chantillons de de´poˆt de´pend du type de coloration par lequel
on re´ve`lera le gel. 1 a` 5 ng/µl sont de´pose´s dans le cas d’une coloration a` l’argent, et 20 a` 30 ng
pour une coloration au bleu de Coomassie.
La migration et la coloration se de´roulent automatiquement selon un programme pre´-e´tabli.
La coloration des gels est re´alise´e dans la cuve de de´veloppement du Phast-System. Il suffit de
pre´parer les solutions ne´cessaires au protocole utilise´ (nitrate d’argent ou bleu de Coomassie). Le
processus de coloration se de´roule automatiquement, 80 ml de solution e´tant pre´leve´s a` chaque
e´tape.
E´lectrophore`se sur gel en gradient de polyacrylamide Cette me´thode est utilise´e pour
de´terminer la structure native des prote´ines ainsi que leur poids mole´culaire apparent natif.
Elle s’effectue selon le principe de “disc electrophoresis” (Davis, 1964; Orstein, 1964) car-
acte´rise´ par l’utilisation de gel ayant un gradient discontinu de concentration en polyacrylamide.
Le pH et la force ionique du tampon du gel sont e´galement discontinus, ce qui cre´e une diffe´rence
de potentiel permettant d’ame´liorer la re´solution de la se´paration. Dans ces conditions, la mo-
bilite´ des prote´ines est fonction a` la fois de leur taille et de leur charge. A` partir d’une courbe
e´talon, e´tablie par la migration de prote´ines globulaires de re´fe´rences, il est possible de de´terminer
la masse mole´culaire d’une prote´ine inconnue par une relation qui relie le logarithme du poids
mole´culaire au pourcentage d’acrylamide auquel la migration de la prote´ine a e´te´ stoppe´e, ce
dernier e´tant assimile´ (dans un gradient line´aire) a` la distance de migration.
En pratique, des gels de gradient de concentration de polyacrylamide de 8 a` 25% sont
utilise´s. Chaque e´lectrode est mise en contact avec un bloc d’agarose 1% contenant le tampon
d’e´lectrophore`se (ne contenant pas de SDS), que l’on place a` chaque extre´mite´ du gel. La
migration se fait a` 400 V pendant 20 min.
Isoe´lectrofocalisation Ce type d’e´lectrophore`se permet de de´terminer le point isoe´lectrique
(pHi) d’une prote´ine, dont la valeur de´pend des re´sidus charge´s pre´sents a` sa surface. Elle est
e´gale a` la valeur de pH pour laquelle la charge globale de la prote´ine est nulle.
Le gel de polyacrylamide utilise´ contient des petites mole´cules amphote`res, les ampholytes,
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qui sous l’effet du courant e´lectrique, e´tablissent un gradient de pH entre les deux e´lectrodes.
Plusieurs gradients de pH sont disponibles: 3 a` 9, 4 a` 6,5 et 5 a` 8. Il est inte´ressant de noter que
l’on peut faire migrer deux gels, donc exactement dans les meˆmes conditions e´lectrophore´tiques,
ce qui multiplie par deux le nombre de de´poˆts possibles pour une migration.
Afin d’e´viter toute perturbation du gradient de pH, la concentration de sels dans le de´poˆt
doit impe´rativement eˆtre infe´rieure a` 250 mM, et la concentration du tampon infe´rieure a` 50 mM.
Lorsque les gels et les peignes sont positionne´s dans l’appareil, le programme se de´roule
automatiquement. Une pre´-e´lectrophore`se de 10 min a` 200 V est effectue´e, suivi du de´poˆt des
e´chantillons et d’une e´lectrophore`se de 30 min a` 2000 V.
Un me´lange de prote´ines de pHi connus permet d’e´tablir une relation line´aire entre la dis-
tance de migration d’une prote´ine par rapport a` la cathode, et son pHi. Une courbe d’e´talonnage
est pre´alablement trace´e graˆce a` des prote´ines de pHi connus. Le pHi d’une prote´ine inconnue
est de´termine´ par le report de sa distance de migration sur cette courbe.
1.1.4 Re´ve´lation des prote´ines
a) Coloration au bleu de Coomassie
Apre`s avoir de´moule´ le gel, les prote´ines sont colore´es pendant 1 h dans une solution de me´thanol
50%, acide ace´tique 10%, bleu de Coomassie G-250 0,3% a` tempe´rature ambiante. Le gel est
ensuite de´colore´ par plusieurs lavages dans une solution d’e´thanol 10%, acide ace´tique 10%. La
sensibilite´ de la me´thode est d’environ 0,4 µg de prote´ine.
b) Coloration a` l’argent
Cette technique permet la de´tection par coloration directe de tre`s faibles quantite´s de prote´ines
(quelques ng).
Dans la me´thode que nous avons utilise´e (Blum et al., 1987), l’argent sous forme ionique
re´agit avec les prote´ines ou les acides nucle´iques dans des conditions de pH acide, puis il est
re´duit de fac¸on se´lective sous forme d’argent me´tallique insoluble par la formalde´hyde dans des
conditions de pH alcalin.
Les e´tapes de cette coloration sont re´alise´es a` tempe´rature ambiante, sur un plateau agitant,
et sont re´sume´es dans le tableau suivant:
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Coloration a` l’Argent des prote´ines dans les gels de polyacrylamide
Etapes Solutions♠ Temps de traitement
1. Fixation MeOH 50%; CH3COOH 12%;
50 µl HCHO 37%
≥ 1 h
2. Lavage EtOH 50% 3 × 20 min
3. Sensibilisation Na2S2O3.5H2O 20 mg 1 min♥
4. Rinc¸age H2O 3 × 20 sec♥
5. Impre´gnation AgNO3 0,2 g; 75 µl HCHO
37%
20 min
6. Rinc¸age H2O 2 × 20 sec♥
7. De´veloppement Na2CO3 6 g; 50 µl HCHO
37%; Na2S2O3.5H2O 0,4 mg
1 a` 10 min
8. Lavage H2O 2 × 2 min
9. Arreˆt MeOH 50%; CH3COOH 12% 10 min
10. Lavage MeOH 50% ≥ 20 min
♠ Les solutions sont pre´pare´es extemporane´ment. Les volumes et les quantite´s indique´s sont donne´s pour des
solutions de 100 ml.
♥ Les temps indique´s doivent eˆtre respecte´s pour assurer la reproductibilite´ des re´sultats.
Le gel colore´ est photographie´; il peut eˆtre conserve´ a` l’obscurite´ a` tempe´rature ambiante
dans un sac plastique herme´tiquement clos ou, apre`s traitement au glyce´rol 10%, se´che´ 1 h a`
80 ◦C.
1.1.5 Transfert e´lectrophore´tique des prote´ines sur membrane de nitrocellulose
La me´thode est de´crite par Towbin (Towbin et al., 1979). Les prote´ines, apre`s se´paration sur
un gel de polyacrylamide de´naturant sont transfe´re´es par e´lectrophore`se sur une membrane de
nitrocellulose (Schleicher & Schuell BA 83, 0,22 µm) dans le tampon (Tris-OH 25 mM, glycine
190 mM, e´thanol 20%, SDS 0,1%, pH 8,3) pendant 1 h sous 200 mA constant a` 4 ◦C. Les prote´ines
transfe´re´es sont re´ve´le´es dans notre cas par deux techniques: immunode´tection (“Western blot”)
ou e´change de zinc par du 65Zn (“Zinc blot”).
Les prote´ines, apre`s transfert, peuvent eˆtre colore´es de fac¸on re´versible au rouge Ponceau S.
La membrane de nitrocellulose est trempe´e pendant 5 min dans une solution contenant 0,5% de
Ponceau S (Sigma) et 1% acide ace´tique. La de´coloration est obtenue par des rinc¸ages successifs
avec de l’eau de´mine´ralise´e.
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1.1.6 Immunode´tection des prote´ines transfe´re´es sur membrane de nitrocellulose
— (“Western blot”)
Dans un premier temps, le filtre de nitrocellulose est immerge´ dans le tampon TBS-Tween
(Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tween-20 0,5% (v/v)). Le filtre est ensuite incube´ 1 h a`
20 ◦C dans le tampon TBS-Tween contenant 5% de lait e´cre´me´ en poudre, les prote´ines de lait
servant a` saturer la membrane et empeˆchant ainsi la fixation aspe´cifique de l’anticorps sur la
nitrocellulose. Le filtre est ensuite incube´ 2 h a` 20 ◦C avec le se´rum spe´cifique, dilue´ au 500e`me,
dans le meˆme tampon. Apre`s trois lavages de 10 min dans le tampon TBS-Tween pour e´liminer
l’exce`s d’anticorps, les complexes Antige`nes-Anticorps [Ag-Ac] vont pouvoir eˆtre re´ve´le´s apre`s
une incubation de 2 h a` 20 ◦C, soit avec des IgG de che`vre anti IgG de lapin couple´es a` la
peroxydase dilue´es au 5000e`me, soit avec de la prote´ine A marque´e a` l’iode [125I].
Si on utilise la prote´ine A radioactive, apre`s plusieurs lavages dans le tampon TBS-Tween,
la membrane est autoradiographie´e. Dans le cas de la re´ve´lation enzymatique, le filtre est lave´
trois fois 5 min dans du tampon TBS-Tween, puis incube´ trois fois 10 min dans un tampon
die´thanolamine 0,1 M pH 9,6. Les complexes [Ag-Ac] sont re´ve´le´s dans une solution contenant
0,1 mg/ml de nitroblue te´trazolium (NBT - Aldrich), 1 mM MgCl2, 0,05 mg/ml de 5-bromo-
4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP - Fluka), dans le tampon die´thanolamine. En pre´sence de
phosphatase alcaline, le BCIP est oxyde´ en un compose´ dime´rique bleu par libe´ration d’un
proton. Ce proton re´duit le NBT qui dime´rise en un compose´ violet-intense. Cette re´action
colore´e permet la localisation des complexes [Ag-Ac] sur le filtre de nitrocellulose.
1.1.7 Marquage des prote´ines par le zinc (65Zn) — (“Zinc blot”)
Cette technique permet d’e´changer le zinc endoge`ne de prote´ines avec du zinc radioactif (65Zn)
apre`s transfert sur une membrane de nitrocellulose (Mazen et al., 1988).
Les prote´ines sont fractionne´es sur un gel de polyacrylamide de´naturant puis, apre`s mi-
gration e´lectrophore´tique, re´duites par immersion du gel dans le tampon de re´duction (β-
mercaptoe´thanol 0,7 M, Tris-OH 25 mM, glycine 190 mM, SDS 0,1%, pH 8,3), a` 37 ◦C pendant
1 h. Les prote´ines sont ensuite transfe´re´es e´lectrophore´tiquement sur une membrane de nitrocel-
lulose puis renature´es par e´limination du SDS en incubant les filtres 1 h a` 4 ◦C dans le tampon
Tris-HCl 50 mM pH 7,5. La membrane est ensuite incube´e 15 min a` 4 ◦C dans un tampon
Tris-HCl 50 mM pH 7,5, KCl 100 mM, puis 20 min a` 20 ◦C dans le meˆme tampon contenant
0,2 µCi/ml de 65Zn (NEN Dupont de Nemours). Le filtre de nitrocellulose est alors lave´ trois
fois 10 min dans le meˆme tampon (sans Zn) pour e´liminer l’exce´s de zinc, puis se´che´ et au-
toradiographie´ sur film Kodak X-AR a` −80 ◦C. Cette expe´rience peut eˆtre comple´te´e par une
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immunode´tection permettant ainsi d’identifier le peptide implique´ dans la fixation du zinc.
1.2 PRE´PARATION DES PROTE´INES
1.2.1 Obtention d’extraits bruts de divers organismes
Des extraits bruts de prote´ines de cellules de diffe´rents organismes ont e´te´ obtenus par la me´thode
suivante (Simonin et al., 1991): environ 107 cellules sont resuspendues dans 100 µl de tampon
d’extraction (glucose 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM, PMSF 1 mM) additionne´
de 50 µl de tampon de charge (Tris-HCl 50 mM pH 6,8, ure´e 6 M, β-mercaptoe´thanol 6%, SDS
3%, bleu de bromophe´nol 0,003%). Les cellules sont lyse´es par un traitement aux ultra-sons
pendant 60 sec — “pulse” re´gle´ sur 180 V —, puis les prote´ines sont incube´es 15 min a` 75 ◦C
avant d’eˆtre charge´es sur gel de polyacrylamide de´naturant. Ces extraits peuvent eˆtre stocke´s a`
−20 ◦C pendant plusieurs mois.
1.2.2 Prote´ines mitochondriales de levure
a) Culture des levures
Le syste`me mitochondrial re´pond aux conditions de culture par deux me´canismes de re´gulation
ne´gative: l’anae´robiose et la re´pression catabolique par le glucose (Slonimski, 1955). Afin
d’obtenir des cellules riches en mitochondries fonctionnelles, il faut absolument veiller a` op-
timiser ces conditions. La composition du milieu YPGal (yeast extract 10 g/l, bactotryptone
10 g/l, galactose 10 g/l, glucose 1 g/l) favorise un de´but de croissance rapide par fermentation
du glucose et du galactose pre´sents en faible concentration. Ces sucres fermentescibles seront
rapidement me´tabolise´s en e´thanol qui va alors stimuler, par de´re´pression du syste`me respiratoire
mitochondrial, la croissance oxydative des cellules.
Pre´culture 5 ml de milieu YPGal ensemence´s a` partir d’une colonie de levure pre´leve´e sur une
boˆıte fraˆıchement e´tale´e sont amene´s en phase stationnaire et servent a` ensemencer la pre´culture,
soit 700 ml de milieu. Cette pre´culture, fortement agite´e, arrive en phase stationnaire au bout
de 20 a` 24 h.
Culture La culture est re´alise´e dans des Erlens de 6 litres contenant 2500 ml de milieu YPGal.
La pre´culture est alors verse´e a` raison de 40 ml par fiole de culture.
La tempe´rature est maintenue constante par incubation des fioles sur un plateau agitant dans
une chambre thermostate´e a` 28 ◦C.
La croissance est suivie par mesure de l’absorbance de la culture a` 550 nm. Les cultures sont
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arreˆte´es en fin de phase exponentielle (A550nm=12), au bout de 14 h.
Les cellules sont re´colte´es par centrifugation a` 4000 rpm pendant 10 min dans une centrifugeuse
re´frige´re´e (Beckman J6), puis lave´es deux fois a` l’eau distille´e.
b) Isolement des mitochondries
Nous avons utilise´ la me´thode par formation des sphe´roplastes en pre´sence de zymolyase. La
zymolyase est un enzyme produit par une culture de Arthrobacter luteus et permet la lyse des
parois des cellules de levure par hydrolyse des liaisons β-1,3 glycanes en pre´sence de groupements
-SH.
Formation des sphe´roplastes Les cellules de levure (350 g pour 30 litres de culture) sont
incube´es 20 min sous agitation mode´re´e a` 30 ◦C en pre´sence de 5 ml par g de cellules de tampon:
Tris-HCl 0,1 M pH 9, DTT 2,5 mM. Les cellules sont centrifuge´es et lave´es deux fois a` l’eau
de´mine´ralise´e froide. Le culot est resuspendu dans 2 ml/g de cellules de tampon: sorbitol 1,35 M,
EDTA 0,1 M pH 7,5, auxquels sont ajoute´s 0,2 mg/g de cellules de zymolyase 100000. La lyse
de la paroi est suivie au cours de l’incubation a` 30 ◦C sous agitation mode´re´e par la diminution
de l’absorbance a` 640 nm apre`s dilution au 200e`me d’une partie aliquote dans de l’eau distille´e,
ou par la visualisation des sphe´roplastes au microscope a` contraste de phase. L’incubation est
arreˆte´e lorsque l’absorbance atteint 15% de la valeur de de´part. Les sphe´roplastes sont centrifuge´s
a` 3500 rpm pendant 10 min et lave´s deux fois dans le meˆme tampon.
Lyse des sphe´roplastes Toutes les ope´rations vont de´sormais se de´rouler au froid. Le culot
de sphe´roplastes est resuspendu dans 5 ml/g de cellules de tampon de broyage (mannitol 0,6 M,
EDTA 1 mM, Na-PIPES 10 mM pH 6,7, BSA 0,3%), a` 4 ◦C. Une fois bien resuspendus, les
sphe´roplastes sont broye´s au “mixer” deux fois 15 secondes. Le broyat est centrifuge´ 10 min a`
3000 rpm a` 4 ◦C afin d’e´liminer les de´bris cellulaires et les cellules intactes. Le culot peut eˆtre
resuspendu dans le tampon de broyage, repasse´ au “mixer” et centrifuge´ 10 min a` 3000 rpm.
Obtention des mitochondries Les surnageants contenant les mitochondries sont recueillis
et centrifuge´s 15 min a` 15000 rpm dans des tubes de 50 ml (rotor JA-21, Beckman). Les culots de
mitochondries sont repris dans le tampon de lavage (mannitol 0,6 M, Na-PIPES 1 mM pH 6,7,
BSA 0,01%), homoge´ne´ise´s au “potter”, et centrifuge´s 10 min a` 4000 rpm. Plusieurs cycles de
centrifugations diffe´rentielles — lentes (4000 rpm) et rapides (15000 rpm) — sont re´alise´s afin
de minimiser la contamination avec des prote´ines non mitochondriales.
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Purification des mitochondries par centrifugation en gradient discontinu Cette
me´thode (Accoceberry & Stahl, 1972) met en œuvre un gradient discontinu de saccharose et
permet d’obtenir les mitochondries intactes et exemptes de contaminations cytoplasmiques.
Le culot mitochondrial obtenu a` partir de 350 g de cellules humides est remis en suspension
dans 5 ml de sorbitol 0,5 M et de´pose´ en parties e´gales sur six gradients discontinus de saccharose.
Ce gradient est constitue´ par la superposition d’une couche de 10 ml de saccharose a` 500 g/l,
d’une couche de 5 ml a` 360 g/l et d’une couche de 5 ml a` 200 g/l dans le tampon Tris-HCl 50 mM
pH 7,2, EDTA 2 mM, BSA 1 g/l. Apre`s centrifugation a` 25000 rpm pendant 2 h (rotor SW28,
Beckman), les mitochondries intactes se rassemblent dans la couche de saccharose a` 360 g/l. Les
mitochondries sont re´cupe´re´es a` l’aide d’une pipette, dilue´es au quart dans du sorbitol 0,5 M et
centrifuge´es pendant 15 min a` 15000 rpm. Le culot de mitochondries est congele´ a` −80 ◦C.
c) Obtention d’extrait brut mitochondrial
Les mitochondries sont de´congele´es rapidement et reprises dans le tampon: Tris-HCl 50 mM
pH 7,5, NH4Cl 100 mM, MgCl2 10 mM, EDTA 1 mM, glyce´rol 10%, PMSF 0,5 mM, DTT
0,5 mM, a` 4 ◦C. La solution est dilue´e jusqu’a` une concentration de 5 mg/ml de prote´ines, puis
du de´oxycholate de sodium est rajoute´ a` la concentration finale de 0,1%. La lyse s’effectue a`
4 ◦C par homoge´ne´isation au “potter”. La solution est centrifuge´e 1 h a` 35000 rpm (rotor Ti50.2,
Beckman,) a` 4 ◦C. Le surnageant repre´sente l’extrait brut mitochondrial.
d) Strate´gie de purification
Purifier un enzyme a` partir d’un extrait brut, consiste a` e´liminer le maximum de prote´ines
contaminantes, tout en e´vitant les pertes. Pour optimiser une purification, il faut employer des
proce´de´s tre`s se´lectifs et rapides, et mettre a` profit un nombre maximum de proprie´te´s physico-
chimiques et biologiques diffe´rentes. Ce sont sur ces proprie´te´s que se basent les diffe´rentes
techniques disponibles: pre´cipitation (force ionique, solubilite´), filtration sur gel (taille), chro-
matographie d’e´changes ioniques (polarite´, charges), chromatographie d’affinite´ (fixation a` un
substrat ou a` un analogue de substrat immobilise´, a` un anticorps), e´lectrofocalisation (pHi).
On peut indiffe´remment employer l’un ou l’autre de ces proce´de´s, mais il y a cependant
un certain nombre de re`gles e´le´mentaires a` respecter pour limiter les de´gradations et les
pertes. Les re`gles que nous avons adopte´es s’appliquent particulie`rement a` la purification des
ribonucle´oprote´ines et notamment de la RNase P:
• mettre au point un test d’activite´ enzymatique aussi rapide que sensible, spe´cifique et
reproductible;
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• re´duire les de´lais en choisissant, si possible, les e´tapes pour qu’elles s’enchaˆınent sans
dialyse pre´alable;
• inhiber les prote´ases (inhibiteurs, EDTA) ou limiter leur action (froid);
• limiter l’action des nucle´ases aspe´cifiques en choisissant des e´tapes capables de les se´parer
efficacement du pool d’“enzymes spe´cifiques”;
• e´viter les conditions de´naturantes: pH extreˆmes, grandes dilutions, force ionique trop faible
ou trop e´leve´e;
• choisir des conditions stabilisant les enzymes: substance tampon, glyce´rol, DTT.
1.3 PRE´PARATION D’ANTICORPS
1.3.1 Induction d’anticorps chez le lapin
L’objectif e´tant de cloner le ge`ne du composant prote´ique de la RNase P par criblage im-
munologique d’une banque d’expression les proprie´te´s souhaite´es des anticorps sont une bonne
spe´cificite´ et une grande affinite´. La proce´dure d’immunisation de lapins par injection de faibles
quantite´s d’immunoge`ne en de nombreux endroits sur l’animal offre, outre les proprie´te´s des
anticorps de´crites pre´ce´demment, l’avantage de consommer peu d’antige`ne (Vaitukaitis, 1981).
Environ 30 µg d’antige`ne (polypeptide de 63 kDa obtenu apre`s purification de la RNase P
mitochondriale de la levure) ont e´te´ isole´s par e´lectrophore`se pre´parative sur gel de´naturant
de polyacrylamide-SDS. La bande d’acrylamide contenant le polypeptide a e´te´ visualise´e par
coloration au bleu de Coomassie, de´coupe´e et broye´e dans 2 ml de PBS (NaH2PO4 10 mM,
Na2HPO4 15 mM pH 7,5, NaCl 150 mM). Le broyage est re´alise´ par centrifugation au travers
d’un e´cheveau de fil de platine replie´ sur lui-meˆme et dispose´ dans un embout de pipette Gilson
P1000. Le passage de l’acrylamide de´coupe´ en de´s au travers de la maille tre`s fine permet
d’obtenir une paˆte homoge`ne qui pourra eˆtre facilement injecte´e. Trois injections a` 15 jours
d’intervalle ont e´te´ re´alise´es sur deux lapins avec une e´mulsion contenant 500 µl d’antige`ne
(5 a` 10 µg de polypeptide dans le me´lange PBS-acrylamide) et 700 µl d’adjuvant complet de
Freund (Difco). Ce volume est re´parti en une quinzaine de points d’injections intradermiques
sur tout le dos de l’animal. Les saigne´es ont e´te´ effectue´es toutes les deux semaines a` partir de la
troisie`me semaine suivant la primo-injection, en prenant soin de pre´lever un se´rum pre´-immun
comme controˆle. Un quatrie`me rappel est re´alise´ 3 mois apre`s la primo-injection, en injectant
la prote´ine (1 a` 2 µg d’enzyme) transfe´re´e sur une membrane de nitrocellulose, broye´e et dilue´e
dans l’adjuvant incomplet de Freund.
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1.3.2 Pre´paration des immunoglobulines
Environ 10 ml de sang ont e´te´ pre´leve´s toutes les deux semaines au niveau la veine marginale
de l’oreille. Le sang est mis a` coaguler pendant la nuit a` tempe´rature ambiante, puis le se´rum
est re´cupe´re´ par centrifugation douce (10 min, 600 × g). Les immunoglobulines sont pre´cipite´es
au sulfate d’ammonium 2M (50% de saturation, 0 ◦C), puis lave´es plusieurs fois par du sulfate
d’ammonium 1,75 M froid.
1.3.3 Purification des anticorps
Si les anticorps pre´sents dans le se´rum sont monospe´cifiques, la majorite´ des expe´riences peuvent
eˆtre conduites soit avec de l’anti-se´rum tel quel, soit avec les IgG purifie´es par chromatographie
sur colonne de DEAE-TrisAcryl. Il faut toutefois remarquer que, si la purification des anticorps
augmente ge´ne´ralement leur spe´cificite´, elle re´duit tre`s sensiblement leur stabilite´. C’est la raison
pour laquelle, nous avons pre´fe´re´ utiliser le se´rum tel quel dans toutes les expe´riences de “Western
blot” et pour le criblage de la banque d’expression.
Les essais d’e´puisement de l’activite´ ont e´te´ re´alise´s en utilisant des anticorps purifie´s
par chromatographie sur colonne de DEAE-TrisAcryl afin de limiter la quantite´ des nucle´ases
aspe´cifiques qui contaminent le se´rum et ge`nent la de´tection de l’activite´ RNase P.
E´limination des anticorps anti-E. coli Les lapins utilise´s pour la ge´ne´ration d’anticorps, ne
provenant pas d’un e´levage axe´nique, leurs se´rums renferment des immunoglobulines reconnais-
sant un certain nombre de prote´ines d’E. coli. Le criblage d’une banque inse´re´e dans le phage
λgt11 se faisant pre´cise´ment sur des plages de lyse d’E. coli, il est ne´cessaire de de´barrasser les
anti-se´rums des IgG anti-E. coli. On dispose de deux moyens pour y parvenir, soit fabriquer
une colonne en fixant des prote´ines d’E. coli sur un support chromatographique, soit re´aliser
un “pseudoscreening” avec l’anti-se´rum sur des filtres de nitrocellulose recouverts de prote´ines
d’E. coli (Snyder et al., 1987).
C’est cette dernie`re me´thode, simple et efficace, que nous avons employe´e. Le titre en
anticorps anti-E. coli de l’anti-se´rum e´tant tre`s faible — cela a e´te´ confirme´ par un “Western
blot” d’un extrait brut d’E. coli — le “pseudoscreening” a pu eˆtre inte´gre´ a` la premie`re e´tape
du criblage de la banque d’expression. Ainsi, de`s la deuxie`me re´plique, le se´rum de´barrasse´
des anticorps anti-E. coli permet l’obtention de signaux spe´cifiques sans bruit de fond ge´nant.
Cette me´thode a l’avantage d’e´viter la perte de signaux “positifs” entre la premie`re et la
deuxie`me re´plique par de´gradation des anticorps. L’utilisation de la meˆme solution d’anticorps
jusqu’a` l’isolement des clones purs augmente conside´rablement la spe´cificite´ du criblage tout en
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diminuant les risques de se´lectionner des faux-positifs.
1.4 DE´TERMINATION DES PROPRIE´TE´S DES ANTICORPS
1.4.1 De´termination du seuil de de´tection des anticorps
La re´ussite d’un criblage par les anticorps de´pendra en grande partie de l’affinite´ de ceux-ci. Les
diffe´rents anti-se´rums sont teste´s avec des quantite´s de´croissantes d’antige`ne et celui qui donnera
le meilleur signal avec la plus grande dilution de´tectable sera retenu pour le criblage.
Ce test de “dot-blot” est re´alise´ sur filtre de nitrocellulose, dans des conditions identiques
a` celle du criblage. On pre´pare une gamme d’antige`ne de 10 pg/µl a` 10 ng/µl, puis 5 µl de
ces solutions sont de´pose´s et laisse´s se´cher sur une feuille de nitrocellulose. On proce`de pour la
re´ve´lation comme de´crit au paragraphe 1.1.6. Un criblage dans le vecteur λgt 11 ne s’entreprend
ge´ne´ralement qu’avec un anti-se´rum donnant un bon signal avec des quantite´s d’antige`nes de
l’ordre de 50 a` 200 pg.
1.4.2 Immunode´ple´tion de l’activite´ enzymatique par les anticorps
L’inhibition de l’activite´ enzymatique est re´alise´e par e´puisement de l’enzyme du milieu
d’incubation par les anticorps immobilise´s sur des billes de prote´ines A Sepharose CL-4B (PAS)
(Pharmacia) (Lerner & Steitz, 1979). Cette expe´rience comprend une e´tape de fixation des
anticorps (IgG) a` la prote´ine A Sepharose et une e´tape de liaison de l’antige`ne au complexe
[PAS–Ac].
Immobilisation des IgG sur la prote´ine A Sepharose 60 µl de PAS sont lave´s plusieurs
fois avec le tampon NET-2 (Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 0,05% (v/v)),
et incube´s avec 100 µl d’anticorps purifie´s par chromatographie sur colonne de DEAE-TrisAcryl
et 100 µl de tampon NET-2. L’incubation est re´alise´e a` 4 ◦C pendant plusieurs heures (3 a` 6 h),
sous agitation mode´re´e. Le complexe est lave´ trois fois dans du tampon NET-2, puis deux fois
dans le tampon d’activite´ de la RNase P (Chapitre III, § 1.1, p. 114).
Liaison de l’antige`ne (RNase P) au complexe [PAS–Ac] 60 µl de complexe [PAS–
Ac] sont incube´s en pre´sence de 50 µl de tampon d’activite´ de la RNase P et 40 µl de fraction
enzymatique sous agitation mode´re´e pendant 3 h a` 4 ◦C. Apre`s centrifugation 30 sec a` 6000 rpm,
le surnageant est teste´ pour son activite´ RNase P ou analyse´ par “Western blot”. Des te´moins
en absence d’anti-se´rum et en pre´sence de se´rum pre´-immun sont re´alise´s a` chaque expe´rience.
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1.5 TECHNIQUES DE CRIBLAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE D’UNE BAN-
QUE D’EXPRESSION
Une banque d’expression ge´nomique ou de cDNA est inte´gre´e dans le vecteur d’expression
λgt 11. Des prote´ines hybrides fusionne´es avec la β-galactosidase du vecteur sont produites,
apre`s infection des cellules d’E. coli; elles sont immobilise´es sur un support puis crible´es avec
l’anticorps spe´cifiques de la prote´ine recherche´e. Les clones positifs sont ceux qui produisent
cette prote´ine, entie`re ou non, ou ceux qui ge´ne`rent des e´pitopes reconnus par l’anticorps utilise´.
Cette technique d’immunode´tection est l’une des deux me´thodes couramment employe´es
pour cloner le ge`ne d’une prote´ine pre´alablement purifie´e. Son inconve´nient majeur re´side dans la
possibilite´ de se´lectionner des faux-positifs. Ces faux-positifs sont dus ge´ne´ralement a` la pre´sence
d’e´pitopes communs a` diffe´rentes prote´ines ou d’une faible contamination de l’antige`ne par une
prote´ine plus immunoge`ne (Snyder et al., 1987).
Dans la seconde me´thode, on de´termine par microse´quenc¸age la structure primaire de la
prote´ine, puis des oligonucle´otides de synthe`se de´duits de cette se´quence sont utilise´s comme
sonde d’hybridation. La de´ge´ne´rescence du code ge´ne´tique oblige, dans ce cas, a` synthe´tiser de
nombreux oligonucle´otides qui peuvent malheureusement aussi ge´ne´rer des faux-positifs.
1.5.1 Infection par le phage λgt 11 recombinant
La banque que nous avons utilise´e nous a e´te´ fournie par M. Snyder (Yale University – New
Haven, USA); elle a e´te´ construite par coupures me´caniques du DNA ge´nomique de levure,
ligation de linkers EcoRI et insertion de fragments de 2 a` 8 kb dans le site unique EcoRI de
λgt 11 (Snyder & Davis, 1985). Cette banque ge´nomique renferme 106 a` 107 recombinants et
son titre est d’environ 5 × 105 phages/µg de DNAλ ce qui repre´sentait au moment du criblage
un titre de 4 × 108 phagesviables/ml.
E´talement de la banque Les cellules re´ceptrices Y1090 sont cultive´es a` saturation a` 37 ◦C
dans du milieu LB contenant 50 µg/ml d’ampicilline, 0,2% de maltose et 10 mM MgSO4.
L’infection est re´alise´e par incubation 25 min a` tempe´rature ambiante de 100 µl de cette culture
avec 30 µl d’une dilution de la banque donnant environ 30000 plages de lyse par boˆıte. On ajoute
alors 5,5 ml de LB contenant 0,8% d’agar, maintenu a` 45 ◦C que l’on e´tale imme´diatement apre`s
me´lange au “Vortex”, sur des boˆıtes LB. Ces boˆıtes sont incube´es pendant 3,5 h a` 42 ◦C jusqu’a`
apparition du tapis bacte´rien .
La complexite´ du ge´nome de levure e´tant d’environ 15000 kb, on peut calculer que statis-
tiquement un fragment donne´ de 1,5 kb apparaˆıtra chaque 10000 recombinants: mais ce fragment
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ne se trouvera dans la bonne orientation et en phase avec lacZ seulement dans une proportion
de 1 phage sur 60000 recombinants. Pour espe´rer cloner un ge`ne unique de levure, il faut donc
cribler au minimum ce nombre de plages de lyse. Dans nos expe´riences de criblage de la banque
de DNA ge´nomique de levure, 10 boˆıtes de Pe´tri (120 mm × 120 mm) contenant chacune environ
30000 plages de lyse ont e´te´ traite´es simultane´ment.
Induction de l’expression des prote´ines de fusion Lorsque les plages de lyse deviennent
visibles, un filtre de nitrocellulose (impre´gne´ de 10 mM IPTG et se´che´ a` l’air) est de´pose´ sur
chaque boˆıte. Les boˆıtes sont incube´es 6 a` 8 h a` 37 ◦C. L’IPTG induit l’expression de grandes
quantite´s de prote´ines de fusion qui se fixent sur la membrane de nitrocellulose. A` la fin de la
pe´riode d’incubation, le filtre est identifie´ avec des marques de repe`re, puis retire´.
Un duplicata est re´alise´ avec une nouvelle membrane de nitrocellulose/IPTG incube´e pendant
6 h supple´mentaires a` 37 ◦C. De cette fac¸on, on pourra imme´diatement e´liminer les clones
faux-positifs, car ils ne seront pas retrouve´s en double.
1.5.2 Criblage par les anticorps
Les filtres de nitrocellulose sur lesquels sont immobilise´es les prote´ines produites dans les plages
de lyse sont successivement lave´s, sature´s par du lait e´cre´me´, incube´s avec l’anti-se´rum, puis
re´ve´le´s par la prote´ine A radioactive.
Apre`s les avoir retire´ de´licatement des boˆıtes, les filtres sont immerge´s dans le tampon
(25 ml/filtre) de lavage (Tris-OH 25 mM, glycine 190 mM, e´thanol 20%, SDS 0,1%, pH 8,3), et
mis sous agitation mode´re´e pendant 10 min a` tempe´rature ambiante, puis un deuxie`me lavage est
effectue´ dans les meˆmes conditions. Les filtres sont ensuite lave´s deux fois dans le tampon TBS-
Tween (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tween-20 0,5% (v/v)) (15 ml/filtre) contenant
5% de lait e´cre´me´. Les filtres sont incube´s 2 h a` 20 ◦C avec le se´rum spe´cifique dilue´ au 500e`me
dans le meˆme tampon (10 ml/filtre) contenant 0,05% d’azide de sodium. L’exce´s d’anticorps
est e´limine´ par trois lavages successifs dans du tampon TBS-Tween. Les complexes Antige`nes–
Anticorps sont re´ve´le´s par incubation des filtres dans du TBS-Tween-Lait contenant 1 µCi de
[125I]-prote´ine A (≥ 30 mCi/mg) par filtre pendant 2 h a` 20 ◦C. Apre`s cinq lavages successifs
dans le tampon TBS-Tween afin d’e´liminer l’exce´s de prote´ine A radioactive, les filtres sont
se´che´s, puis autoradiographie´s sur film Kodak X-AR, a` −80 ◦C pendant 18 h.
Les plages de lyse correspondant aux spots positifs sur les deux re´pliques sont excise´es a`
l’aide d’une pipette Pasteur et “vortexe´es” dans 1 ml de tampon de dilution des phages λ SM
(Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, MgSO4.7H2O 10 mM, ge´latine 0,1%); apre`s quelques
heures a` 4 ◦C, les phages auront diffuse´ dans le milieu tandis que les cellules seront lyse´es par
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addition de 10 µl de CHCl3. Le titre obtenu est d’environ 5 × 107 phages/ml.
Le second criblage est re´alise´ dans les meˆmes conditions en incubant environ 1000 phages avec
des cellules Y1090 puis, avec la solution d’anti-se´rum de´ja` utilise´e. Un troisie`me criblage s’ave`re
souvent ne´cessaire avec une plus grande dilution des phages pour obtenir des clones positifs
isole´s a` l’e´tat pur.
Les e´tapes suivantes constituent, sans doute, la partie la plus difficile d’un criblage radioim-
munologique. En effet, elles serviront a` ve´rifier l’identite´ des clones positifs avec le ge`ne recherche´.
Les me´thodes de ve´rification sont au nombre de quatre:
1. la production de la prote´ine de fusion, suivie de la ve´rification de sa taille et de son
immunore´activite´. Ce controˆle n’exclut malheureusement pas la possibilite´ de clonage d’un
ge`ne codant pour une prote´ine ayant contamine´ l’antige`ne injecte´ aux lapins;
2. la soustraction ou la purification des anticorps spe´cifiques du clone λgt 11. La prote´ine
produite par le clone λgt 11 pur est fixe´e sur une membrane de nitrocellulose qui est ensuite
mise en contact avec l’anti-se´rum ayant servi au criblage. Les anticorps reconnaissant cette
prote´ine seront adsorbe´s sur le filtre, puis, l’on pourra:
• soit, tester les IgG non retenues pour leur inaptitude a` re´ve´ler la prote´ine d’inte´reˆt
sur un “Western blot”;
• soit, e´luer les anticorps reconnaissant spe´cifiquement une prote´ine de fusion avec
la β-galactosidase et ve´rifier leurs proprie´te´s de reconnaissance par “Western blot”.
Cependant, meˆme en cas de re´sultat positif, on ne peut exclure la reconnaissance
croise´e d’une autre prote´ine ayant des e´pitopes communs;
3. l’essai de surproduction d’une activite´ enzymatique dans E. coli ou dans la levure apre`s
avoir clone´ le ge`ne intact par hybridation a` l’aide de l’insert de λgt 11;
4. le se´quenc¸age de l’insert ou du ge`ne entier, dans l’espoir de trouver des homologies entre
la se´quence peptidique de´duite du ge`ne et celle de la prote´ine purifie´e ou celle d’autres
prote´ines isofonctionnelles re´pertorie´es.
Aucune de ces me´thodes n’est directe ou rapide et elles ne devraient eˆtre aborde´es que
simultane´ment avec plusieurs clones diffe´rents.
1.5.3 Expression et analyse de la prote´ine de fusion avec la β-galactosidase
L’induction, par l’IPTG, de la prote´ine en fusion avec la β-galactosidase e´tant d’une grande
efficacite´ (celle-ci peut repre´senter plus de 4% des prote´ines totales de E. coli), nous avons pre´pare´
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un extrait brut qui pourra eˆtre analyse´ par la suite, soit par coloration apre`s chromatographie
sur gel de polyacrylamide-SDS, soit par “Western blot”.
100 µl d’une culture a` saturation de cellules de E. coli Y1090 sont infecte´s par le clone
λgt 11 de manie`re a` obtenir une lyse pratiquement confluente des cellules. Les phages (entre
6000 et 8000 phages/boˆıte) sont absorbe´s 25 min a` tempe´rature ambiante, puis les cellules sont
e´tale´es sur une boˆıte LB dans de la ge´lose molle (milieu LB) maintenue en surfusion, a` 45 ◦C. La
boˆıte est incube´e pendant 3,5 h a` 42 ◦C jusqu’a` apparition du tapis cellulaire et des premie`res
plages de lyse. On e´tale sur la boˆıte 500 µl d’IPTG 10 mM et on incube 4 h a` 37 ◦C. Les
prote´ines totales sont re´colte´es par plusieurs “lavages” de la boˆıte avec 1 ml de tampon de de´pot
pour prote´ine (Tris-HCl 50 mM pH 6,8, ure´e 6 M, β-mercaptoe´thanol 6%, SDS 3%, bleu de
bromophe´nol 0,003%). On peut utiliser une lamelle pour microscopie pour racler le fond de la
boˆıte et ame´liorer l’efficacite´ du lavage. Le surnageant est pipette´ et les bacte´ries re´siduelles sont
e´limine´es par centrifugation 10 min a` 12000 rpm.
15 µl du surnageant suffisent pour une analyse des prote´ines par chromatographie sur gel de
polyacrylamide-SDS et coloration au bleu de Coomassie. Pour une analyse par “Western blot”,
quelques microlitres suffisent.
2 ME´THODES CONCERNANT LES ACIDES NUCLE´IQUES
Les protocoles les plus couramment utilise´s en biologie mole´culaire sont de´taille´s dans des
manuels techniques de´sormais classiques (Maniatis et al., 1982; Davis et al., 1986). Aussi, nous
nous contenteront ici d’en e´noncer les principes et de fournir les commentaires additionnels aux
techniques qui auraient e´te´ modifie´es ou ame´liore´es par nos soins. Les techniques particulie`res a`
ce travail ou rarement employe´es y seront de´crites en de´tail.
2.1 TECHNIQUES GE´NE´RALES
2.1.1 De´termination de la concentration en acides nucle´iques
a) Me´thode spectrophotome´trique
Les acides nucle´iques absorbent dans l’UV. Pour un trajet optique de 1 cm (cuves en quartz),
une unite´ d’absorbance a` 260 nm correspond a` 50 µg de DNA double-brin et a` 40 µg de RNA ou
DNA monobrin. Une solution pure d’acides nucle´iques pre´sente un pic d’absorption syme´trique
(maximum entre 255 et 260 nm selon la composition) et un rapportA260/A280 = 2; une solution
renfermant des traces de phe´nol ou des prote´ines pre´sente un e´paulement vers 280 nm. Les
limites d’utilisation des spectrophotome`tres e´tant de 0,01 unite´s d’absorbance a` 1,2 A/ml, il
faudra ajuster les dilutions pour rester dans cette fourchette de valeurs.
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b) Me´thode par fluorescence du bromure d’e´thidium
Lorsque la concentration de DNA est faible, une estimation peut en eˆtre obtenue facilement en
de´posant une goutte (2 µl) de la solution sur un gel d’agarose contenant du bromure d’e´thidium
(BET) a` la concentration de 5 µg/ml. Apre`s absorption, la fluorescence e´mise sous les UV est
compare´e a` celle d’une gamme de DNA de concentration connue.
2.1.2 Extractions et pre´cipitations
Ces ope´rations ont pour but la purification ou la concentration des acides nucle´iques a` partir de
solutions aqueuses.
a) Extractions phe´noliques
Un volume de phe´nol bidistille´ et tamponne´ (Maniatis et al., 1982) ou de solution de phe´nol/-
chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) est additionne´ a` la solution aqueuse. Lorsque la solu-
tion contient des oligonucle´otides de synthe`se ou du RNA le phe´nol tamponne´ est sature´ dans
une solution 0,15 M NaCl dans du TE (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) pour e´viter la
perte des acides nucle´iques dans la phase organique.
Les prote´ines sont de´nature´es et e´limine´es dans la phase organique par 30 s d’agitation vigoureuse
au vortex. Apre`s centrifugation (30 s a` 12000 rpm), la phase aqueuse est pre´leve´e et re´extraite
jusqu’a` obtention d’une interphase claire. L’exce´s de phe´nol dissous est e´limine´ par trois extrac-
tions avec 1 ml d’e´ther sature´ en eau.
b) Pre´cipitations alcooliques
Les sels d’acides nucle´iques pre´cipitent a` forte concentration alcoolique (70%). La solution
aqueuse est rendue 0,3 M en ace´tate de sodium pH 5,3, puis 2,5 volumes d’e´thanol absolu
sont ajoute´s. Apre`s homoge´ne´isation, les tubes sont laisse´s 5 min a` −80 ◦C ou 30 min a` −20 ◦C,
puis ils sont centrifuge´s 25 min a` 12000 rpm. Le culot est lave´ par 1 ml d’alcool a` 80%, et mis
a` se´cher sous vide ou a` l’air. Le culot se´che´ est resuspendu dans du TE a` une concentration
d’environ 1 mg/ml et conserve´ a` −20 ◦C. Lorsque les volumes de solution sont importants, les
acides nucle´iques peuvent eˆtre pre´cipite´s avec 1 volume d’isopropanol a` tempe´rature ambiante,
le culot est ensuite lave´ a` l’alcool 80%.
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2.1.3 E´lutions des acides nucle´iques
a) A` partir d’agarose a` faible tempe´rature de fusion
Les bandes de gel d’agarose “low melting” sont introduites dans des tubes Eppendorf contenant
3 volumes de TE et incube´es 10 min a` 70 ◦C. Apre`s homoge´ne´isation, l’agarose fondu est e´limine´
par plusieurs extractions au phe´nol, au chloroforme, puis a` l’e´ther. Le DNA est re´cupe´re´ par
pre´cipitation e´thanolique.
b) A` partir de gel de polyacrylamide
L’e´lution des fragments de DNA ou de RNA de petites tailles (jusqu’a` 500 nucle´otides pour les
RNA) a` partir de gel de polyacrylamide peut eˆtre re´alise´e par diffusion dans un tampon avec un
bon rendement (environ 80%). La bande de gel contenant le fragment de´sire´ est de´coupe´e sous
UV, ou a` partir de l’autoradiographie s’il est marque´ radioactivement, broye´e et place´e dans
un tube Eppendorf de 2 ml en pre´sence de 350 µl de tampon SDS (AcONH4 0,5 M, AcO2Mg
0,01 M, EDTA 1 mM, SDS 0,1%) et de 250 µl de phe´nol. Les fragments d’acide nucle´ique diffusent
et sont re´cupe´re´s dans le surnageant aqueux apre`s une vingtaine d’heures de vive agitation a`
tempe´rature ambiante. Plusieurs extractions phe´noliques et lavages a` l’e´ther sont effectue´s, et le
fragment d’acide nucle´ique est re´cupe´re´ par pre´cipitation alcoolique.
2.1.4 Purification du DNA par filtration sur gel de Sephadex G50
Cette me´thode est, en ge´ne´ral, utilise´e avant certaines expe´riences ne´cessitant une grande
“proprete´” du DNA, notamment les ligations, et permet l’e´limination des contaminants de petites
tailles, tels que les nucle´otides libres ou les sels ainsi que les microfragments d’agarose ou les
traces de phe´nol qui nuiraient a` la re´ussite des expe´riences. C’est e´galement une me´thode de
choix pour se´parer le DNA marque´ des nucle´otides radioactifs libres.
Une pipette Pasteur, silicone´e par trempage dans une solution de dichlorodime´thylsilane,
est obstrue´e par une petite quantite´ de laine de verre, puis remplie avec une solution ste´rile
de Sephadex G-50 jusqu’au col. La colonne est lave´e avec 10 volumes d’une solution de TE
contenant 0,15 M de NaCl, puis le DNA (dans 100 a` 250 µl) y est de´pose´. L’e´lution se fait avec
la meˆme solution par fractions de 150 µl. Le DNA de taille supe´rieure a` 25 nucle´otides est exclu
de la matrice et sort en ge´ne´ral entre les fractions 5 et 9.
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2.2 TECHNIQUES AYANT TRAIT AU DNA
2.2.1 Transformations
a) Transformation d’E. coli
Me´thode au CaCl2 Les cellules (JM 103) en phase exponentielle de croissance sont rendues
“compe´tentes” par perme´abilisation de la membrane bacte´rienne en pre´sence d’ions calcium,
graˆce a` la me´thode classique au CaCl2 (Mandel & Higa, 1970; Maniatis et al., 1982).
200 µl de la suspension de cellules rendues compe´tentes dans du CaCl2 50 mM froid sont
me´lange´s avec 10 µl de la solution de ligation dilue´e au tiers contenant environ 10 a` 50 ng de DNA.
Le me´lange est incube´ 40 min dans la glace, 3 min a` 37 ◦C, puis replonge´ dans la glace. 400 µl de
milieu LB sont ajoute´s au me´lange qui est ensuite incube´ sous agitation mode´re´e a` 37 ◦C pendant
45 min. 200 µl du me´lange de cellules sont e´tale´s sur boˆıte LB contenant l’antibiotique pour
permettre de se´lectionner les cellules transforme´es. Si une se´lection blanc/bleu est ne´cessaire,
40 µl d’IPTG 100 mM et 40 µl X-Gal (2% dans de la dime´thylformamide) sont ajoute´s au moment
de l’e´talement sur la boˆıte. L’efficacite´ de transformation par cette me´thode varie fortement
(entre 104 et 106 transformants/µg de DNA) selon la souche utilise´e, c’est pourquoi nous nous
sommes inte´resse´s a` d’autres me´thodes procurant de meilleurs rendements de transformation
meˆme avec des souches re´pute´es comme faiblement transformatrice.
Me´thode au TSS Le proce´de´ de´crit ci-dessous (Chung et al., 1989) donne une efficacite´ e´leve´
de l’ordre de 106 a` 108 transformants par µg de DNA en routine. Nous employons cette me´thode
en routine au laboratoire car elle est tre`s peu sensible aux conditions de culture des cellules ainsi
qu’a` la souche utilise´e, elle est, d’autre part, tre`s facile a` mettre en œuvre.
Les cellules d’E. coli sont rendues compe´tentes graˆce au protocole suivant:
Les bacte´ries sont cultive´es dans 50 ml de milieu LB, dans un Erlen de 250 ml, jusqu’a` une
A550nm comprise entre 0,4 et 0,7. La culture est refroidie dans la glace et centrifuge´e 5 min a`
3000 rpm (Beckman J6), a` 4 ◦C. Le culot cellulaire est remis en suspension dans un 10e`me du
volume de la culture, soit 5 ml de solution TSS: PEG 6000 10% (p/v), DMSO 5% (v/v), MgCl2
ou MgSO4 50 mM dans du LB, pHfinal 6,5. Les cellules sont incube´es 30 min dans la glace.
200 µl de la solution de cellules compe´tentes sont ensuite me´lange´s a` 20 µl de la solution de
ligation dilue´e au cinquie`me (entre 10 et 50 ng de DNA), puis incube´s 20 a` 30 min dans la glace.
Un choc thermique n’est pas ne´cessaire pour augmenter l’efficacite´ de transformation. 200 µl de
LB sont ensuite ajoute´s et les cellules sont incube´es 30 min a` 37 ◦C sous agitation mode´re´e. La
moitie´ de la suspension cellulaire est e´tale´e sur boˆıte LB contenant l’antibiotique de se´lection
(ampicilline 50 µg/ml), en pre´sence de 40 µl d’IPTG 100 mM et de 40 µl de X-Gal 2%, si cela
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est ne´cessaire.
Pour le DNA du bacte´riophage M13, la technique est identique excepte´ que les cellules
transforme´es sont me´lange´es a` 100 µl de cellules d’une culture a` saturation et directement
coule´es dans 3 ml de ge´lose molle maintenue a` 42 ◦C et contenant 40 µl d’IPTG 100 mM et
40 µl de X-Gal 2%.
Me´thode au Chlorure de rubidium Cette me´thode de´rive´e de celle de´crite par Hanahan
(Hanahan, 1983), permet de conserver les cellules bacte´riennes dans un e´tat de compe´tence e´leve´e
pendant plusieurs mois, sous forme congele´e a` −80 ◦C. La pre´paration des cellules compe´tentes
est re´alise´e selon le protocole suivant:
1. Pre´culture: Ensemencer 25 ml de milieu liquide LB avec une colonie bacte´rienne
fraˆıchement e´tale´e sur boˆıte de milieu minimum M9.
2. Culture: Diluer 1 ml de la pre´culture dans 100 ml de milieu LB contenant 20 mM MgCl2
dans un erlen de 500 ml et laisser pousser a` 37 ◦C sous agitation vigoureuse jusqu’a` une
A550nm = 0,5.
3. Transfe´rer la culture dans deux tubes Falcon de 50 ml, placer-les dans la glace et
centrifuger-les 5 min a` 2500 rpm (Beckman J6) a` 4 ◦C.
4. Les cellules sont mises en suspension dans 15 ml de solution TFB I (KOAc 30 mM, MnCl2
50 mM, RbCl 100 mM, CaCl2 10 mM, glyce´rol 15%) froide en “vortexant” brie`vement.
5. Laisser les cellules 3 min dans la glace, puis centrifuger 5 min a` 2500 rpm, a` 4 ◦C.
6. Resuspendre doucement les cellules a` l’aide d’une pipette dans 5 ml de solution TFB II
(MOPS 10 mM pH 7,0, CaCl2 75 mM, RbCl 10 mM, glyce´rol 15% (p/v)) froide. Re´partir
ensuite des parties aliquotes de 200 µl dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. Les bacte´ries
compe´tentes sont ensuite congele´es rapidement dans un bain d’e´thanol-carboglace et
stocke´es a` −80◦C.
Transformation des bacte´ries compe´tentes
1. De´congeler les bacte´ries compe´tentes a` tempe´rature ambiante, puis placer-les dans la glace
durant une quinzaine de minutes (1 h au maximum).
2. Ajouter le DNA a` raison de 50 µl par 200 µl de cellules, (utiliser moins que 100 ng de
DNA par 200 µl de cellules).
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3. Incuber dans la glace durant 20 min, puis plonger les tubes dans un bain-marie a` 42 ◦C
pour un choc thermique pendant 90 sec.
4. Remettre les cellules dans la glace 2 min et ajouter 4 volumes de LB a` tempe´rature
ambiante. Agiter doucement a` 37 ◦C pendant 45 min.
5. E´taler les cellules (200 µl) sur boˆıtes LB contenant l’agent de se´lection (Ampicilline
50 µg/ml).
b) Transformation de levure
La transformation directe des levures traite´es au chlorure de lithium (Ito et al., 1983) est une
me´thode de transformation efficace dans la plupart des cas. Elle ne ne´cessite pas la pre´paration
de sphe´roplastes et ne requiert donc pas d’e´tape de re´ge´ne´ration.
1. Une dilution d’une pre´culture de levure sert a` ensemencer 100 ml de milieu YPG. Les
levures sont cultive´es a` 28 ◦C pendant la nuit jusqu’a` une A600nm comprise entre 0,8 et
2,0.
2. Transfe´rer la culture dans deux tubes Falcon de 50 ml et centrifuger 5 min a` 3000 rpm a`
4 ◦C.
3. Laver les cellules deux fois avec 20 ml de solution LiTE (ace´tate de Lithium 100 mM,
Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM) froide. Centrifuger comme ci-dessus.
4. Resuspendre les cellules dans 5 ml de LiTE (environ 2 × 108 cellules/ml) et incuber 30 min
a` 30 ◦C sans agitation. Collecter les cellules par centrifugation (5 min a` 3000 rpm a` 4 ◦C).
5. Laver les cellules avec 5 ml de LiTE froid, centrifuger et resuspendre dans 3 ml de LiTE.
6. Dans un tube Eppendorf ste´rile, me´langer:
• 200 µl de cellules;
• 3 µl d’une solution ste´rile de DNA de sperme de saumon sonique´ a` 10 mg/ml;
• et le DNA spe´cifique (environ 100 ng de plasmide pur). Les controˆles sont: sans
DNA et une dilution approprie´e d’un plasmide standard pour e´valuer l’efficacite´ de
transformation.
7. Incuber 30 min a` 30 ◦C, me´langer de temps en temps par inversion du tube.
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8. Ajouter 600 µl de solution LiTE-PEG (46,6 g de PEG 3350 pour 100 ml de LiTE). Me´langer
par inversion et incuber 30 min a` 30 ◦C.
9. Soumettre les cellules a` un choc thermique de 42 ◦C pendant 2 min.
10. Centrifuger 20 secondes. Laver le culot avec 1 ml d’eau distille´e. Me´langer par inversion.
11. Centrifuger 1 min et ajouter 200 µl d’eau distille´e. Resuspendre les cellules doucement a`
la Pipette P1000 et e´taler sur milieu minimal.
12. Incuber les boˆıtes 2 a` 3 jours a` 25 ◦C.
2.2.2 Pre´paration de DNA
a) Pre´paration de DNA a` partir d’E. coli
Pre´paration de plasmides Les pre´parations de DNA plasmidique ont e´te´ effectue´es selon les
techniques, maintenant classiques, de´crites parManiatis (Maniatis et al., 1982). Les protocoles
que nous avons utilise´s sont de´crits dans les paragraphes suivants.
Le choix d’une me´thode plutoˆt que l’autre de´pend de la nature du plasmide que l’on veut
extraire. Pour les petits plasmides 2,6 a` 5 kb, la lyse alcaline est pre´fe´rable car elle permet non
seulement d’obtenir de grandes quantite´s de DNA, mais e´galement de bonne qualite´, ceci est
primordiale pour la re´ussite des expe´riences de clonage. La lyse au triton est plus adapte´e a` la
pre´paration des plasmides de grande taille, 8 kb et plus, et de la forme re´plicative du phage
M13.
“Lyse alcaline”
Pre´culture: 15 ml de milieu LB contenant 150 µl/ml d’ampicilline sont ensemence´s avec une
colonie bacte´rienne, puis incube´s a` 37 ◦C jusqu’a` saturation.
Culture: 100 µl de cette pre´culture sont utilise´s pour ensemencer 250 ml de milieu LB contenant
150 µl/ml d’ampicilline dans un erlen de 3 litres. Au bout d’une nuit d’incubation a` 37 ◦C
sous agitation, la culture est centrifuge´e 15 min a` 4200 rpm (Beckman J6) dans des pots
de 1 l. Le culot bacte´rien est repris dans 5 ml + 5 ml de solution Tris-HCl 25 mM pH 8,
EDTA 10mM, glucose 50 mM, et transfe´re´ dans des tubes Corex de 30 ml. Les tubes sont
centrifuge´s 10 min a` 7000 rpm (rotor JA-21 Beckman). Le surnageant est e´limine´, le culot
rapidement se´che´, est repris dans 5 ml de solution Tris-HCl 25 mM pH 8, EDTA 10mM,
glucose 50 mM, contenant 4 mg/ml de lysozyme (20 mg), les tubes sont garde´s 5 min
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a` tempe´rature ambiante. 10 ml de solution NaOH 0,2 N, SDS 1% sont ajoute´s. Apre`s
homoge´ne´isation vigoureuse, la solution devient tre`s visqueuse et est incube´e 5 min a`
tempe´rature ambiante. Apre`s addition de 7,5 ml d’ace´tate de potassium 3 M pH 4,8 froid,
et agitation e´nergique, les prote´ines et le DNA chromosomique pre´cipitent, et la solution
se clarifie. Les tubes sont incube´s 5 min dans la glace, puis centrifuge´s 15 min a` 8000 rpm.
Le surnageant est verse´ dans un tube Falcon de 50 ml et 2/3 de volume d’isopropanol sont
ajoute´s (ge´ne´ralement 15 ml). Le DNA plasmidique et le RNA pre´cipitent. Au bout de
10 min d’incubation a` tempe´rature ambiante, les tubes sont centrifuge´s 10 min a` 3500 rpm
(Beckman J6). Le pre´cipite´ est lave´ avec 5 ml d’e´thanol 70%, puis centrifuge´ 5 min a`
3500 rpm. Le culot est se´che´ a` tempe´rature ambiante, tube retourne´ sur des papiers ab-
sorbants.
Gradient de chlorure de Ce´sium: Le culot est repris dans 4 ml de TE. A` comple`te dissolution,
4,4 g de CsCl et 100 µl de BET 10 mg/ml sont rajoute´s. La solution est homoge´ne´ise´e
doucement et placer dans la glace 15 min. Le RNA et les prote´ines contaminants pre´cipitent
et sont e´limine´s par 15 min de centrifugation a` 4000 rpm. Le surnageant est transfe´re´ dans
un tube “Quick Seal” Beckman de 5,5 ml. Le tube est rempli avec une solution 1,4 g/ml
de CsCl, si ne´cessaire, puis scelle´. Les tubes sont centrifuge´s 4 heures a` 65000 rpm ou
16 heures a` 42000 rpm (VTi 65, Beckman) a` 15 ◦C. La bande de DNA plasmidique est
pre´leve´e, et le BET est e´limine´ par trois ou quatre extractions au butanol sature´ de TE.
La solution de DNA et de CsCl est dilue´e dans trois volumes de TE dans un tube Corex
de 15 ml, puis 3 volumes d’alcool absolu sont ajoute´s. Le tube est incube´ dans la glace
30 min, puis centrifuge´ 20 min a` 10000 rpm. Le DNA est repris dans un volume minimal
de TE, et transfe´re´ dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml pour eˆtre a` nouveau pre´cipite´,
puis lave´ dans de l’alcool 70%. Le DNA est se´che´, puis repris dans un volume minimal de
TE, et sa concentration est de´termine´e.
“Lyse au Triton” Nous ne de´taillerons pour cette me´thode que la pre´paration du
plasmide proprement dite, les e´tapes de culture et la purification du plasmide sur gradient
de chlorure de ce´sium e´tant identiques a` celles de´crites ci-dessus.
Apre`s re´colte, le culot de bacte´ries est repris dans 5 ml de solution Tris-HCl 50 mM pH 8,
EDTA 10 mM, saccharose 25%, contenant 4 mg/ml de lysozyme. Les bacte´ries sont remises
en suspension et incube´es 5 min a` tempe´rature ambiante. 1,7 ml d’EDTA 0,5 M pH 8 sont
rajoute´s, la solution est homoge´ne´ise´e et incube´e 5 min a` tempe´rature ambiante. Les cellules
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sont lyse´es par l’addition de 20 ml de solution Triton X100 1%, Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA
40 mM, suivie par une agitation vigoureuse jusqu’a` l’obtention d’une consistance visqueuse.
Apre`s transfert dans des tubes Corex de 30 ml, les de´bris cellulaires sont e´limine´s par 15 min
de centrifugation a` 10000 rpm. Le surnageant est re´cupe´re´ dans un tube Falcon de 50 ml et 2/3
de volume d’isopropanol sont ajoute´s. La suite du mode ope´ratoire est identique a` celui de la
me´thode pre´ce´dente.
Pre´paration de DNA sous forme simple brin Le DNA monocate´naire contenu dans les
particules phagiques a e´te´ pre´pare´ comme de´crit par Messing (Vieira & Messing, 1987). Le
protocole d’infection suivant est adapte´ aux vecteurs multifonctionnels pTZ18R et pTZ19R qui
requie`rent une e´tape de co-infection avec le phage “helper” M13 K07.
Infection et culture: Des cellules fraˆıches (JM 103) posse´dant les F-pili (se´lectionne´es sur milieu
minimum) et contenant le plasmide pTZ18/19R (recombine´ ou non) sont cultive´es dans
2 ml de milieu (tube Falcon 15 ml) 2×TY contenant 150 µg/ml d’ampicilline jusqu’a`
A550nm = 0,5–0,8. Cette culture est ensuite infecte´e avec 1 µl d’une solution stock de
phage “helper” M13 KO7, puis agite´e vigoureusement pendant 1 h a` 37 ◦C (la multiplicite´
d’infection doit eˆtre e´gale a` 10). Apre`s 1 h, 100 µl de cette culture sont garde´s et dans les
meˆmes tubes 3,5 ml de 2×TY contenant 70 µg/ml de kanamycine sont rajoute´s. Les tubes
sont incube´s 14 a` 18 h a` 37 ◦C sous bonne ae´ration.
Obtention du DNA monocate´naire: 2 ml de la culture sont transfe´re´s dans un tube Eppendorf
de 2,2 ml et centrifuge´s 5 min a` 12000 rpm a` 4 ◦C. Le surnageant contenant le phage en
suspension est garde´. Une deuxie`me centrifugation est souvent ne´cessaire pour e´liminer to-
talement toutes bacte´ries qui pourraient contaminer la suspension de phages. Le phage est
pre´cipite´ par addition de 260 µl de PEG-6000 25%, NaCl 3 M. Apre`s 15 min d’incubation
a` tempe´rature ambiante, les tubes sont centrifuge´s 15 min a` 12000 rpm a` 4 ◦C. Le sur-
nageant est e´limine´ avec pre´caution, une deuxie`me centrifugation est re´alise´e (2 min) et les
dernie`res traces de PEG/NaCl sont e´limine´es par aspiration sous vide. Les capsides sont
solubilise´es dans 150 µl de TE et e´limine´es par deux extractions au phe´nol-chloroforme.
Le DNA monocate´naire est re´cupe´re´ par pre´cipitation alcoolique. Apre`s se´chage le DNA
est repris dans 100 µl de TE et 4 µl sont utilise´s pour le se´quenc¸age.
b) Minipre´paration de DNA de phage λ
Une culture de 20 ml est suffisante pour pre´parer 50 a` 100 µg de DNA du phage λ recombinant
de qualite´ ade´quate a` la digestion par les enzymes de restriction, le clonage et le se´quenc¸age
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double brin. Cette pre´paration a` petite e´chelle (Huynh et al., 1984) est bien plus efficace, plus
simple et plus rapide que les me´thodes de´crites pour les grandes pre´parations.
1. Pre´culture: Ensemencer 15 ml de milieu liquide LB contenant 10 mM MgSO4, 0,2%
maltose, 50 µg/ml ampicilline, avec une colonie bacte´rienne (souche Y1090) et cultiver
durant la nuit a` 37 ◦C sous agitation.
2. Adsorption du Phage: Dans un tube Falcon de 15 ml, mettre 250 µl de la pre´culture a`
saturation de bacte´ries dans 10 mM MgSO4, et rajouter la suspension de phages λ. Le
volume de la suspension de phages est fonction du titre de celui-ci (Faire des essais avec
50, 75, 100 µl). Laisser adsorber les phages pendant 15 min a` 37 ◦C.
3. Culture: Verser la solution de bacte´ries et phages dans un Erlen de 100 ml contenant 20 ml
de LB + 10 mMMgSO4. Incuber sous bonne agitation a` 37 ◦C jusqu’a` la lyse des bacte´ries.
Cela doit prendre environ 6 heures. La lyse des cellules est appre´cie´e par rapport a` une
culture te´moin de bacte´ries sans phage. Les de´bris cellulaires doivent eˆtre visibles.
4. Verser la culture dans un tube Falcon de 50 ml et ajouter 1200 µl de chloroforme pour
comple´ter la lyse, agiter pendant 15 min.
5. Centrifuger 20 min a` 4000 rpm a` 4 ◦C.
6. Au surnageant, ajouter de la RNase A et de la DNase I (10 µg/ml final), soit pour 20 ml
de surnageant 20 µl de chaque enzyme a` 10 µg/µl, incuber 30 min a` 37 ◦C.
7. Ajouter 20 ml d’une solution PEG 6000 20%, NaCl 2 M, MgSO4 10 mM, Tris-HCl 10 mM
pH 7,5. Laisser pre´cipiter le phage durant 1 h dans la glace.
8. Centrifuger 30 min a` 5000 rpm, a` 4 ◦C. E´liminer le surnageant et laisser e´goutter le tube,
puis centrifuger a` nouveau brie`vement. E´liminer le liquide pre´sent au-dessus du culot a`
l’aide d’une pipette Pasteur.
9. Resuspendre le culot dans 1 ml de tampon de dilution SM (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl
100 mM, MgSO4 10 mM, ge´latine 0,1%) et transfe´rer dans un tube Eppendorf, centrifuger
2 min a` 8000 rpm, a` 4 ◦C.
10. Re´cupe´rer le surnageant dans un Eppendorf et ajouter 25 µl de solution SDS/EDTA
(me´lange de 500 µl de SDS 10% et 300 µl d’EDTA 0,5 M pH 8 et 450 µl H2O); chauffer
15 min a` 70 ◦C.
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11. Extraire par 1 vol. de phe´nol, puis par 1 vol. de phe´nol/chloroforme et enfin par 1 vol. de
chloroforme. Pre´cipiter le DNA du phage par addition de 1 vol. d’isopropanol.
12. Centrifuger 10 min a` 13000 rpm. Laver a` l’e´thanol 80%. Le DNA est repris dans 150 µl de
TE.
13. Le DNA est dige´re´ par les enzymes de restriction en pre´sence de RNAse A.
c) Pre´paration de DNA de levures
Minipre´paration du DNA total La paroi des cellules est dige´re´e par la zymolyase, puis les
sphe´roplastes sont lyse´s par la chaleur en pre´sence de SDS. Apre`s pre´cipitation des prote´ines par
addition d’ace´tate de potassium, le DNA total libe´re´ dans le milieu est isole´ par pre´cipitation
alcoolique (Jacquier & Dujon, 1983).
2 ml de milieu YPGal inocule´s avec une colonie de levure sont incube´s sous agitation pendant
la nuit a` 28 ◦C. La culture est centrifuge´e 10 secondes a` 15000 rpm et le culot cellulaire est
repris dans 1 ml d’eau et recentrifuge´. Les cellules sont reprises dans 200 µl d’EDTA 25 mM,
β-mercaptoe´thanol 1% (v/v), NaHPO4 50 mM pH 7,5, traite´es avec 100 µl de zymolyase 100T
1 mg/ml et incube´es a` 37 ◦C durant 10 min. La lyse est effectue´e par l’addition de 200 µl
d’EDTA 80 mM, SDS 1% (p/v), Tris-HCl 0,2 M pH 9,5 et incubation pendant 30 min a` 65 ◦C.
Les prote´ines et les de´bris cellulaires sont pre´cipite´s avec 100 µl de KOAc 5 M a` 0 ◦C pendant
30 min et e´limine´s par 10 min de centrifugation a` 15000 rpm. Le DNA dans le surnageant est
pre´cipite´ apre`s l’addition de 250 µl de NH4OAc 5 M et 1 ml EtOH durant 5 min a` tempe´rature
ambiante. Apre`s centrifugation (5 min a` 5000 rpm), le DNA est repris dans 200 µl de NaOAc
0,3 M et repre´cipite´ avec 1 ml d’e´thanol comme indique´ ci-dessus. Le culot final est lave´ a`
l’e´thanol 70% et repris dans 150 µl de TE.
Pre´paration du DNA mitochondrial Cette me´thode permet de pre´parer de grandes quan-
tite´s de DNA mitochondrial pur et de haut poids mole´culaire (Jacquier & Dujon, 1983). Elle
est base´e sur l’utilisation de la bisbenzimide qui forme avec le DNA un complexe fluorescent
sous lumie`re UV et ayant une densite´ plus faible que le DNA non complexe´. De plus, l’affinite´
du colorant pour le DNA est fonction de sa richesse en bases A et T. Cette proprie´te´ permet
la se´paration des mole´cules de DNA selon leur composition en bases, apre`s centrifugation sur
gradient de densite´.
Les cellules de levure sont cultive´es (3 l) en milieu YPGal et incube´es 12 h a` 28 ◦C jusqu’en fin
de phase exponentielle de croissance. Apre`s re´colte et rinc¸age a` l’eau, elles sont resuspendues dans
100 ml de tampon Na2HPO4/KH2PO4 50 mM pH 7,5, EDTA 25 mM, β-mercaptoe´thanol 1%,
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en pre´sence de zymolyase 100T a` la concentration de 1 mg/g de cellules. Apre`s 1 h d’incubation
a` 37 ◦C, les protoplastes obtenus sont lyse´s par addition de 100 ml de Tris-HCl 200 mM pH 9,
EDTA 80 mM, SDS 1% et incubation de 30 min a` 65 ◦C. Le DNA nucle´aire est pre´cipite´ par
addition de 50 ml d’ace´tate de potassium 5 M. Apre`s 45 min a` 0 ◦C et une centrifugation a`
4200 rpm pendant 10 min, le DNA mitochondrial est pre´cipite´ a` −20 ◦C pendant 1 h, graˆce a`
l’addition de 150 ml d’isopropanol au surnageant. Apre`s une centrifugation de 15 min a` 4200 rpm,
le culot enrichi en DNA mitochondrial est repris dans 30 ml de TE et recentrifuge´ 10 min a`
10000 rpm afin d’e´liminer le mate´riel insoluble.
Le DNA mitochondrial est alors se´pare´ du DNA nucle´aire contaminant par centrifugation
sur gradient de chlorure de ce´sium (1,16 g/ml) en pre´sence de 24 µl de bisbenzimide (10 mg/ml)
par ml de solution. Apre`s centrifugation a` 15 ◦C pendant au moins 24 h a` 45000 rpm (VTi 50,
Beckman), la bande supe´rieure correspondant au DNA mitochondrial est re´cupe´re´e par visuali-
sation sous lumie`re UV. La bisbenzimide est e´limine´e par extraction (v/v) a` l’isopropanol sature´
en CsCl. La solution de DNA est dilue´e 5 fois avec de l’ace´tate de sodium 0,3 M pH 5,4, puis
le DNA est pre´cipite´ par addition de 3 volumes d’e´thanol. Apre`s 15 min de centrifugation, on
re´alise une deuxie`me pre´cipitation suivie d’un lavage a` l’e´thanol 70%. Le DNA mitochondrial
est alors redissous dans un volume minimal de TE avant d’eˆtre stocke´ a` −20 ◦C.
2.2.3 Analyse du DNA
a) Digestion par les enzymes de restriction
Les digestions sont re´alise´es selon les recommandations des fournisseurs (Bœringer, BRL, New
England Biolabs, Pharmacia) dans les tampons e´galement fournis. Les hydrolyses sont re´alise´es
dans un volume de 10 a` 50 µl pendant 1 h a` la tempe´rature ade´quate. La re´action est stoppe´e
soit par addition d’EDTA 10 mM final, soit par chauffage 5 min a` 70 ◦C.
b) Se´paration e´lectrophore´tique des fragments de DNA
Gels d’agarose Il est utilise´ pour analyser les hydrolysats de restriction ou pre´parer des
fragments de DNA (de 1 a` 10 kb). Une certaine quantite´ d’agarose (0,8 a` 2% (p/v) selon la
taille des fragments a` se´parer) est fondue jusqu’a` e´bullition dans du tampon d’e´lectrophore`se
TBE (Tris-OH 89 mM, H3BO3 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3). Apre`s refroidissement jusqu’a`
50 ◦C environ, 1 µg/ml de BET est ajoute´ avant de couler le gel sur un appareil horizontal muni
d’un peigne permettant la formation des poches. Les e´chantillons sont additionne´s de solution
de de´pot (Bleu de Bromophe´nol 0,025%, xyle`ne cyanol 0,025%, Ficoll 1,5%) et de´pose´s dans les
poches. La migration s’effectue dans le tampon TBE a` 100 V durant 4 a` 5 heures. Les bandes
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de DNA sont re´ve´le´es sous lumie`re UV graˆce au BET.
Gels de polyacrylamides Le gel, forme´ par la re´ticulation de longs fragments d’acryl-
amide avec le N,N’-me´thyle`ne-bisacrylamide, est coule´ entre deux plaques de verre verticales.
Sa composition peut varier de 3,5% a` 20% selon la re´solution (de 10 a` 1000 pb) recherche´e. Le
rapport acrylamide/bis est en ge´ne´ral de 38/2.
“Gel non de´naturant” Les fragments de restriction sont se´pare´s sur gels de 4% a` 6%
(p/v) en acrylamide dans le tampon TBE. La polyme´risation est due a` l’addition de persulfate
d’ammonium 0,1% (v/v) et de TEMED 0,04% (v/v). Les e´chantillons sont de´pose´s en pre´sence
de solution de de´pot (identique a` celle pour le gel d’agarose) et se´pare´s par e´lectrophore`se a`
15 V/cm dans le tampon TBE. Le DNA est visualise´ graˆce a` une coloration dans un bain de
BET a` 1 mg/ml, puis photographie´ sous UV.
“Gel de´naturant” La composition d’un gel de´naturant peut varier de 5% a` 20%. Ce
type de gel est utilise´ pour se´parer des RNA de tailles diffe´rentes ou les produits de re´action de
se´quence du DNA obtenus par la me´thode de Sanger (Sanger et al., 1977). Ces gels contiennent
8 M d’ure´e et sont migre´s a` tempe´rature e´leve´e (45 a` 60 ◦C). Les fragments d’acide nucle´ique
sont se´pare´s alors uniquement selon leur taille respective.
“Gel de se´quence en gradient de tampon” L’utilisation de gel de se´quence en gradient
de tampon offre un certain nombre d’avantages par rapport aux gels de se´quence conventionels.
Tout en augmentant le nombre de paires de bases re´solues par gel (350 en moyenne), la lecture
des se´quences est grandement facilite´ par la disposition e´quidistante des bandes sur les deux tiers
de la hauteur du gel avec pour conse´quence une augmentation de la de´finition et une re´duction
notable des erreurs de lecture. La diffe´rence de concentration du tampon d’e´lectrophore`se entre
le bas du gel (TBE × 2) et le haut du gel (TBE × 1), entraˆıne une re´duction importante de la
mobilite´ des fragments de DNA dans la zone de gradient de tampon (dans le tiers infe´rieur du
gel), e´tablissant une relation arithme´tique entre la position de migration des bandes et le poids
mole´culaire des fragments de DNA.
2.2.4 Modification enzymatique du DNA
a) A` l’extre´mite´ 5’
polynucle´otide DNA
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De´phosphorylation Apre`s hydrolyse du DNA plasmidique par un enzyme de restriction,
le milieu de digestion est amene´ a` 20 mM Tris-HCl pH 8. Le DNA est de´nature´ a` 80 ◦C
pendant 2 min et de´phosphoryle´ par la phosphatase alcaline d’intestin de veau (CIP) (0,1 U/pmol
d’extre´mite´s) en pre´sence de MgCl2 1 mM, ZnCl2 1 mM, a` 37 ◦C pendant 1 h. La phosphatase
est e´limine´e par deux extractions phe´noliques et le DNA re´cupe´re´ par pre´cipitation alcoolique.
b) A` l’extre´mite´ 3’
Remplissage par l’enzyme de Klenow Le fragment C-terminal de la DNA polyme´rase I
d’E. coli prote´olyse´e (fragment de Klenow) ne posse`de plus que les activite´s 5’→3’ polyme´rasiques
et 3’→5’ exonucle´asiques. Cet enzyme permet de convertir des extre´mite´s 3’- ou 5’-sortantes en
extre´mite´s franches. L’activite´ polyme´rasique DNA-de´pendante permet le marquage rapide de
fragments de restriction par remplissage d’extre´mite´s 3’-rentrantes.
La re´action peut ge´ne´ralement se faire dans le milieu de restriction en additionnant les
dNTP requis (500 µM) et 1 U enzymatique de Klenow, pendant 15 min a` 30 ◦C, et est arreˆte´e
la re´action par addition de 1 µl d’EDTA 0,5 M. Les dNTP non incorpore´s peuvent eˆtre e´limine´s
par pre´cipitation alcoolique ou par chromatographie sur colonne de Sephadex G50 (voir § 2.1.4,
p. 61).
c) Ligation
Les DNA ligases sont des enzymes qui catalysent la formation d’une liaison phosphodiester entre
les extre´mite´s 5’-phosphate et 3’-hydroxyle adjacentes d’un DNA double-brin. La DNA ligase
du phage T4 est capable de joindre tant des extre´mite´s cohe´sives que franches, cependant avec
une moins bonne efficacite´ pour ces dernie`res.
Les conditions de ligation varient selon la nature des bords: cohe´sifs ou francs, de´phosphory-
le´s ou non. Si le vecteur est de´phosphoryle´, on pourra augmenter sans risque de religation le
rapport vecteur/insert. Dans le cas de bords francs, il faudra augmenter la quantite´ d’enzyme
et la concentration de DNA pour augmenter les probabilite´s de la ligation.
Les diffe´rents parame`tres de la re´action sont indique´s ci-dessous:
Bords vecteur/insert DNA (µg) ligase (U/10 µl) temp (◦C) dure´e (h)
cohe´sifs 1/3 0,1 - 0,3 0,1 - 1 16 6 - 12
coh. de´phosph. 1/1 0,1 - 0,3 0,1 - 1 16 6 - 12
francs 3/1 0,3 - 1 1 - 2 16 12 - 18
La re´action s’effectue dans le volume minimum (10 µl, en ge´ne´ral, ou 30 µl, si on effectue
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une ligation dans l’agarose “low melting” de type Nusieve) de milieu contenant Tris-HCl 50 mM
pH 7,4, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM, ATP 1 mM et BSA 50 µg/ml. Elle est arreˆte´e par inactivation
thermique de l’enzyme.
La re´action de ligation peut eˆtre optimise´e par utilisation d’un tampon contenant du
PEG 8000 (Pfeiffer & Zimmerman, 1983). Elle se fait dans les meˆmes conditions que de´crites
mais dans le tampon suivant: Tris-HCl 50 mM pH 7,6, MgCl2 10 mM, PEG 8000 5%, ATP
1 mM, DTT 1 mM; l’incubation est de 1 a` 4 h a` 25 ◦C.
d) Me´thode de de´le´tion par l’Exonucle´ase III et la nucle´ase de “Mung Bean”
Cette me´thode est employe´e pour ge´ne´rer des de´le´tions unidirectionnelles d’inserts de DNA
contenus dans un plasmide en vue de leur se´quenc¸age. Elle met a` profit la proprie´te´ de
l’Exonucle´ase III de dige´rer des formes double brin du DNA a` partir d’extre´mite´s 5’ sortantes
ou franches obtenues par l’action d’enzymes de restriction. Le deuxie`me brin laisse´ intact par
l’activite´ exonucle´asique 3’ → 5’ de l’enzyme est e´limine´ par la nucle´ase de “Mung Bean” dont
la proprie´te´ est de dige´rer les formes simple brin du DNA. Les extre´mite´s franches ge´ne´re´es
permettent la recircularisation du plasmide.
Les diffe´rentes e´tapes sont les suivantes:
1. Cloner l’insert dans des sites internes au plasmide en ge´ne´ral dans le polylinker.
2. Pre´parer du plasmide double brin. Une purification dans un gradient de CsCl est indis-
pensable pour la reproductibilite´ de la me´thode.
3. Dige´rer totalement le plasmide par un enzyme de restriction produisant une extre´mite´ 3’
sortante, cote´ vecteur, et par un enzyme de restriction produisant une extre´mite´ 5’ sortante
ou franche, cote´ insert a` de´le´ter.
4. Dige´rer le DNA line´arise´ par l’Exonucle´ase III:
La digestion du DNA par l’Exonucle´ase III peut eˆtre de´termine´e par la tempe´rature de la
re´action et par le temps d’incubation:
37 ◦C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . approx. 400 pb/min
34 ◦C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . approx. 375 pb/min
30 ◦C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . approx. 230 pb/min
23 ◦C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . approx. 125 pb/min
Ces vitesses ont e´te´ de´termine´es pour les conditions de´crites dans la suite du protocole.
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• Diluer 80 µl de tampon “Mung Bean” × 5 (AcONa 150 mM pH 5, NaCl 250 mM,
ZnCl2 5 mM, Glyce´rol 25%) dans 270 µl de H2O dans un tube Eppendorf de 1,5 ml
pour chacun des intervalles de temps de´sire´. Cette dilution du tampon “Mung Bean”
va permettre l’arreˆt de la re´action de digestion par l’Exonucle´ase III au temps
exactement de´sire´.
• Conditions de re´action pour la digestion par l’Exonucle´ase III:
DNA double dige´re´ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 µg
tampon “Exonucle´ase III” × 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 µl
β-Mercaptoe´thanol 200 mM (frais) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 µl
Exonucle´ase III 150 unite´s# . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 µl
H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17 µl
Volume ## re´actionnel par temps: 50 µl
! Une unite´ d’Exonucle´ase III de´grade 10 nucle´otides par brin et par minute pour 1 µg
de plasmide Bluescript ou pTZ line´arise´ par EcoRI a` 37 ◦C. Composition du tampon
“Exonucle´ase III”: Tris-HCl 100 mM pH 8, MgCl2 10 mM, tRNA 20 µg/ml.
!! Les conditions re´actionnelles donne´es sont pour un seul temps de digestion. Pour un
nombre n de temps, tous les volumes et quantite´s sont a` multiplier par un facteur n.
• Incuber le milieu re´actionnel a` la tempe´rature de´sire´e et de´buter la cine´tique. A`
chaque temps, 50 µl du milieu re´actionnel sont pre´leve´s et de´pose´s dans les tubes
contenant le tampon “Mung Bean” dilue´. Ces tubes auront e´te´ place´s pre´alablement
dans la glace.
• Lorsque la cine´tique est termine´e, arreˆter de´finitivement la re´action en plac¸ant les
tubes a` 70 ◦C pendant 15 min, puis dans la glace.
5. Fabriquer des extre´mite´s de DNA franches par digestion par la nucle´ase de “Mung Bean”:
• Ajouter 9 unite´s de Mung Bean nucle´ase (celle-ci est dilue´e dans le tampon “Mung
Bean” × 1: AcONa 10 mM pH 5,AcOZn 0,1 mM, Cyste´ine 1 mM, Triton X100 0,001%,
Glyce´rol 50%), et incuber 30 min a` 30 ◦C. La re´action est arreˆte´e par addition de
400 µl de phe´nol/chloroforme.
• “Vortexer”, centrifuger, et extraire avec du chloroforme.
• Ajouter 45 µl d’ace´tate de sodium 3 M pH 7 et pre´cipiter a` l’e´thanol. Laver le pre´cipite´
a` l’e´thanol 80%.
• Redissoudre le pre´cipite´ dans 20 µl de TE.
B. ME´THODES 75
6. Recirculariser le plasmide:
DNA traite´ Exo/Mung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 µl
tampon “Ligase” PEG × 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 µl
T4 DNA Ligase 1 U/ µl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 µl
H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .6 µl
Volume re´actionnel: 10 µl
Incuber a` tempe´rature ambiante pendant 4 heures.
7. Transformer 200 µl de cellules JM 103 compe´tentes.
Figure II.1: Profil de de´le´tion par l’Exonucle´ase III d’un fragment de DNA, suivi d’un
traitement par la “Mung Bean nucle´ase”
La cine´tique de digestion a e´te´ re´alise´e sur 9 temps a` 30 ◦C. 1,5 min se´parent chaque prise d’essai. Apre`s
traitement par la “Mung Bean nucle´ase”, le DNA a e´te´ extrait par un traitement au phe´nol, pre´cipite´ a`
l’alcool, puis se´pare´ sur gel d’agarose 1%.
e) Techniques de marquage
Marquage des extre´mite´s 5’ par la T4 polynucle´otide kinase Le DNA (1 a` 50 pmol)
de´phosphoryle´ est incube´ dans le tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,5, MgCl2 10 mM, DTT 5 mM,
50 µCi γ-[32P]-ATP (3000 Ci/mmol), BSA 50 µg/ml contenant 20 U de T4 polynucle´otide kinase
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pendant 60 min a` 37 ◦C. La re´action est arreˆte´e par addition de 1 µl d’EDTA 0,5 M ou par
chauffage du milieu d’incubation a` 70 ◦C pendant 10 min. Les nucle´otides libres sont e´limine´s
par filtration sur colonne de Sephadex G50 (voir § 2.1.4, p. 61).
La meˆme technique est employe´e pour phosphoryler les oligonucle´otides de synthe`se.
A` l’extre´mite´ 3’ par la terminale de´soxynucle´otidyl-transfe´rase (TdT) Apre`s de´na-
turation du DNA par chauffage a` 90 ◦C pendant 5 min, 10 pmol d’extre´mite´s 3’ sont incube´es
avec 10 U de TdT et 20 pmol de α-[32P]-ddATP (3000 Ci/mmol) dans un tampon cacodylate de
sodium 140 mM pH 7,2, CoCl2 1 mM, DTT 0,1 mM. Le volume final est de 50 µl. La solution
est incube´e a` 37 ◦C durant 60 min. La re´action est arreˆte´e par addition de 2 µl d’EDTA 0,5 M.
Par e´longation d’amorces ale´atoires Cette technique, appele´e e´galement “random prim-
ing” (Feinberg & Vogelstein, 1983), permet le marquage radioactif de fragments de DNA se´pare´s
dans des gels d’agarose de type “low melt”. L’incorporation de nucle´otides radiomarque´s se fait
avec une grande efficacite´ permettant d’obtenir des sondes ayant une forte activite´ spe´cifique
(≥ a` 25 × 106 cpm/50 ng de DNA). Le fragment de DNA, apre`s de´naturation par la chaleur,
est amorce´ de fac¸on ale´atoire par un me´lange d’hexade´soxyribonucle´otides, puis l’amorce est
e´longue´e sur les deux brins du DNA par l’enzyme de klenow.
La bande de gel d’agarose “low melt” de´sire´e est de´coupe´e, pese´e, et additionne´e de 1,5 ml
H2O/g de gel. Apre`s 7 min a` 100 ◦C, la solution de DNA de´nature´ est aliquote´e (100 ng de
DNA/tube) et conserve´e a` −20 ◦C. Juste avant la re´action de marquage, le DNA est incube´
3 min a` 100 ◦C, et on re´alise alors le me´lange suivant, que l’on incube une nuit a` 37 ◦C:
DNA dans l’agarose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16 µl
OLB mix . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10 µl
BSA (2,5 mg/ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8 µl
H2O . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 µl
α-[32P]-dATP (3000 Ci/mmol; 10 µCi/µl) . . . . . . 5 µl
klenow 2 U . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 µl
La composition de l’OLB mix est la suivante:
HEPES 1 M pH 6,6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 µl
oligohexamer 90 A260nm/ml . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 µl
Me´lange dCTP, dGTP, dTTP 100 µM chacun,
dans Tris-HCl 250 mM pH 8, MgCl2 25 mM,
DTT 50 mM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 µl
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Les nucle´otides radioactifs non incorpore´s et l’agarose sont e´limine´s par filtration sur colonne
de Sephadex G50 (voir § 2.1.4, p. 61). Il est a` noter que cette me´thode produit des sondes dont
la taille ne correspond pas a` la longueur totale du fragment du DNA de de´part. En effet, elle
ge´ne`re des fragments dont la taille est variable, comprise entre 50 et 100 nucle´otides, mais cela
ne constitue pas un inconve´nient dans la pratique.
2.2.5 Amplification enzymatique du DNA
Base´e sur un processus d’e´longation cyclique des chaˆınes de DNA a` haute tempe´rature et
l’utilisation de DNA polyme´rases re´sistantes aux tempe´ratures les plus e´leve´es, la technique de
PCR (“Polymerase chain reaction”) a connu un essor conside´rable au cours des cinq dernie`res
anne´es.
Dans le cadre de notre e´tude, nous avons employe´ la PCR pour isoler les ge`nes homologues
a` celui codant pour le RNA 9S mitochondrial dans des souches de levures e´volutivement
proches de Saccharomyces cerevisiae. La re´action d’amplification a e´te´ re´alise´e dans un bain-
marie cyclique programmable a` refroidissement par circulation d’eau (Techne PHC-1). Les
conditions de re´action ont e´te´ les suivantes: pour le DNA des souches Kluyveromyces, 30 cycles
(de´naturation, 1 min a` 94 ◦C; hybridation, 1,5 min a` 37 ◦C; e´longation, 2 min a` 72 ◦C); pour
le DNA de S. carlsbergensis, 35 cycles (de´naturation, 1 min a` 94 ◦C; hybridation, 1,5 min a`
42 ◦C; e´longation, 3 min a` 72 ◦C). Les re´actions ont e´te´ re´alise´es dans 100 µl de Tris-HCl
10 mM pH 8,4, MgCl2 2,5 mM, KCl 50 mM, ge´latine 1 mg/ml, en pre´sence de 500 ng de
DNA total, 2 µM de chacun des oligonucle´otides, 200 µM dNTP et 2,5 unite´s de Taq DNA
polyme´rase. Avant le de´but de la re´action une goutte d’huile de paraffine sature´e en eau est
de´pose´e sur le milieu re´actionnel pour e´viter l’e´vaporation du milieu au cours des diffe´rentes
e´tapes du processus d’amplification. A` la fin de la re´action, quelques gouttes de chloroforme
sont ajoute´es entraˆınant une inversion des phases, pour permettre une re´cupe´ration aise´e du
milieu re´actionnel. Le DNA amplifie´ subit ensuite deux extractions au phe´nol/chloroforme, suivi
par une pre´cipitation alcoolique. Un dixie`me de la re´action est de´pose´ sur gel d’agarose pour
ve´rifier la taille des fragments amplifie´s.
2.2.6 Techniques d’hybridation
a) Transfert du DNA sur membrane
Deux types de membranes sont couramment employe´s: la nitrocellulose fixe le RNA ou le
DNA monobrin mais sa fragilite´ limite le nombre de re´utilisations possibles. Les membranes
a` base de nylon (Hybond-N, Zetaprobe) ont une capacite´ de fixation des acides nucle´iques
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bien plus importante, sont plus aise´es a` manipuler et re´sistent a` plusieurs cycles d’hybridation-
de´shybridation successifs; leur faible porosite´ permet le transfert efficace de petits fragments de
DNA (20 a` 100 pb), mais elles ne´cessitent souvent une meilleure pre´hybridation pour limiter le
bruit de fond.
b) “Southern blot”
Les fragments de restriction d’un DNA sont se´pare´s sur un gel d’agarose, de´nature´s in situ et
transfe´re´s par capillarite´ sur une membrane (Southern, 1975).
Le DNA a` e´tudier est dige´re´ par un ou plusieurs enzymes de restriction et les fragments
ge´ne´re´s sont se´pare´s sur gel d’agarose. Les fragments sont de´nature´s 30 min par immersion du
gel dans une solution NaOH 0,5 N, NaCl 1,5 M. Si les fragments de DNA sont de grandes taille
(≥ 7 kb), on proce`de a` une de´purination (15 min dans 0,2 M HCl). Le gel est ensuite renature´
par immersion pendant 30 min dans la solution Tris-HCl 1 M pH 7,5, NaCl 1,5 M. Le transfert
du DNA du gel sur le filtre de nylon se fait par capillarite´ dans le tampon 10 × SSPE (1 × SSPE:
NaCl 0,18 M, Na2PO4 0,01 M, EDTA 2 mM), durant 12 h. Apre`s transfert, le filtre est lave´
dans du tampon 2 × SSPE pendant 10 min. Apre`s se´chage a` tempe´rature ambiante, le filtre est
cuit 1 h a` 80 ◦C afin d’y fixer le DNA transfe´re´.
c) Transfert de colonies sur nitrocellulose
Par cette technique, on peut tester rapidement par hybridation une centaine de clones repique´s
ou jusqu’a` 4000 clones recombinants e´tale´s par boˆıte de 90 mm de diame`tre. Nous de´taillerons
ici les diffe´rentes e´tapes d’un criblage d’une banque de DNA de levure inte´gre´e dans le plasmide
navette pJDB207 (voir § 2.1.2, p. 37).
Les bacte´ries constituant la banque de levure sont cultive´es sur des filtres de nitrocellulose
dispose´s sur des boˆıtes de milieu ge´lose´ LB. La premie`re e´tape consiste en la re´alisation des
“filtres pe`res” qui serviront a` faire deux re´pliques utilise´es pour le criblage avec la sonde de
DNA.
• Apre`s titrage de la banque, une dilution de bacte´ries donnant entre 3000 et 4000 clones par
boˆıte est dilue´e dans 7 ml de milieu LB. Une dizaine de tubes est ne´cessaire pour couvrir
plusieurs fois la totalite´ du ge´nome de la levure.
• L’e´talement des bacte´ries est re´alise´e par suction sous vide dans un appareil de transfert
ste´rilise´ a` l’alcool. Avant l’e´talement, tous les filtres “pe`res” de nitrocellulose sont marque´s
au stylo puis applique´s sur des boˆıtes de mileu LB afin de les rendre humides. Le filtre
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“pe`re” est ensuite dispose´ dans l’appareil et la trompe a` eau est mise en marche. Le vide
e´tabli entre le filtre de nitrocellulose et la base de l’appareil cre´e une de´pression a` la
surface du filtre qui permet l’aspiration du milieu LB contenant la dilution de bacte´ries.
Les bacte´ries sont retenues sur le filtre et se disposent de manie`re homoge`ne sur l’ensemble
de la surface. Le filtre est replace´ sur sa boˆıte.
• Les boˆıtes sont incube´es a` 37 ◦C pendant 6 a` 8 h, la croissance des bacte´ries entraˆınera la
formation des colonies a` la surface des filtres.
• Les re´pliques sont re´alise´es par contact avec le filtre “pe`re”. Les filtres pre´alablement
marque´s au stylo et humidifie´s sur leur boˆıte respectives sont mis en contact du filtre
“pe`re” entre deux feuilles de papier Whatman 3MM propre, une forte pression, re´partie
a` l’aide d’une plaque de verre est ensuite exerce´e sur l’ensemble. Le couple est marque´
par perc¸age a` l’aide d’une aiguille. De la meˆme fac¸on, une deuxie`me re´plique est re´alise´e.
L’ensemble des boˆıtes avec leur filtre est incube´ a` 37 ◦C pendant la nuit.
• Sur un feuille de nylon, on dispose chaque filtre sur une goutte de 0,8 ml de soude 0,5 M.
Ce traitement entraˆıne la lyse des cellules et la de´naturation du DNA.
• Apre`s 5 min, les membranes sont dispose´es sur plusieurs e´paisseurs de papier-filtre pour
absorber l’exce`s de liquide.
• Chaque filtre est neutralise´ par 0,8 ml de Tris-HCl 1,5 M pH 7,5. Apre`s 5 min, l’e´tape
pre´ce´dente est re´pe´te´e.
• Chaque filtre est ensuite dispose´ sur 0,8 ml de Tris-HCl 0,5 M pH 7,5, NaCl 1,5 M, pendant
5 min.
• Les filtres sont se´che´s a` l’air sur une feuille de papier Whatman 3MM, puis cuits 2 h a`
80 ◦C entre deux feuilles de papier d’aluminium.
d) Hybridation
Le DNA immobilise´ sur membrane de nitrocellulose ou de nylon est hybride´ avec une sonde de
DNA radioactif homologue dans les conditions suivantes:
1. Pre´-hybridation pendant 10 a` 30 min a` 42 ◦C dans 25 ml/100 cm2 de solution formamide
50%, NaHPO4 0,25 M pH 7,2, NaCl 0,25 M, SDS 7% (p/v), EDTA 1 mM.
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2. Remplacer la solution de pre´-hybridation par une solution fraˆıche (10 a` 15 ml/100 cm2)
renfermant 106 cpm/ml de sonde radioactive de´nature´e par 3 min d’e´bullition; chasser les
bulles, sceller le sachet de nylon et incuber 12 a` 24 h a` 42 ◦C sous le´ge`re agitation.
3. Laver une fois 2 min dans 2 × SSPE (NaCl 0,36 M, Na2PO4 0,02 M, EDTA 2 mM),
a` tempe´rature ambiante, puis deux fois 10 min dans 2 × SSPE, 0,1% SDS, puis dans
0,2 × SSPE, 0,1% SDS a` tempe´rature ambiante; si le bruit de fond est encore e´leve´ ou
pour un lavage plus stringent, laver 15 min dans 0,1 × SSPE, 0,1% SDS a` 65 ◦C; se´cher a`
l’air et exposer (2 h pour un DNA plasmidique; 24 h pour un DNA ge´nomique).
Pour pouvoir re´utiliser les filtres de nylon et de´shybrider la sonde, il ne faut jamais laisser
se´cher la membrane. La de´shybridation est effective apre`s trois fois 15 min d’e´bullition dans de
l’eau contenant 30% formamide.
La stringence de l’hybridation peut eˆtre controˆle´e facilement en faisant varier soit la
tempe´rature d’incubation soit la concentration en formamide. Typiquement des conditions peu
stringentes ont e´te´ obtenues en l’absence de formamide a` 42 ◦C. Si la sonde est constitue´e par
un oligonucle´otide marque´, il est ne´cessaire d’utiliser des conditions de faible stringence (0% for-
mamide, 42 ◦C) pour obtenir un signal exploitable. Les lavages doivent e´galement eˆtre e´courte´s.
2.2.7 Techniques de se´quenc¸age
Dans la me´thode classique de Sanger (Sanger et al., 1977), une amorce spe´cifique est hybride´e
au DNA monobrin, qui sert de matrice lors de l’e´longation par la DNA polyme´rase (fragment
de Klenow). La polyme´rase, mise en pre´sence d’un exce`s de dNTP (dont l’un d’entre eux est
radiomarque´) et de faibles concentrations de ddNTP, synthe´tise des chaˆınes comple´mentaires
qui seront arreˆte´es (a` l’incorporation d’un ddNTP) statistiquement mais spe´cifiquement, apre`s
chaque type de base.
Une simplification de cette me´thode a e´te´ propose´e dans un nouveau protocole (Tabor &
Richardson, 1987). Ce protocole utilise la DNA polyme´rase T7. Cette enzyme pre´sente trois
avantages: elle a la meˆme affinite´ pour tous les dNTP, elle est plus rapide que la DNA
polyme´rase I, et elle discrimine moins que cette dernie`re les dNTP des ddNTP. La technique
utilisant la T7 DNA polyme´rase modifie´e (commercialise´e sous le nom de Sequenase) est base´e
sur le meˆme principe d’arreˆt spe´cifique d’e´longation de chaˆıne, mais elle se´pare les re´actions
d’e´longation et de terminaison. Dans un premier temps, la T7 DNA polyme´rase, en pre´sence de
concentrations limitantes en dNTP, va synthe´tiser des mole´cules de tailles diffe´rentes, les plus
petites e´tant les plus nombreuses. Dans un deuxie`me temps, on rajoute un exce`s de dNTP et de
ddNTP qui vont permettre une rapide terminaison des chaˆınes.
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2.2.8 Me´thode de mutage´ne`se dirige´e in vitro
(Zoller & Smith, 1984)
a) Principe ge´ne´ral de la mutage´ne`se dirige´e sur une mole´cule de DNA
Pour cre´er une mutation d’insertion, de de´le´tion ou de substitution de nucle´otides dans un ge`ne,
un oligonucle´otide de synthe`se (pre´alablement phosphoryle´) comportant la mutation de´sire´e est
hybride´ au DNA sous sa forme simple brin. Cette amorce oligonucle´otidique est ensuite e´longue´e
par la DNA polyme´rase I (“Klenow”), en pre´sence de T4 DNA ligase. On obtient ainsi une
mole´cule de DNA double brin circulaire comportant la mutation sur la chaˆıne ne´osynthe´tise´e.
Apre`s transformation d’une souche approprie´e par ce DNA he´te´roduplex, on obtient un ensemble
de clones dont certains comportent le DNA mute´.
Afin d’augmenter le nombre de clones comportant un DNA mute´, une me´thode de mu-
tage´ne`se a e´te´ de´veloppe´e par Eckstein et collaborateurs (Nakamaye & Eckstein, 1986; Taylor
et al., 1985a; Taylor et al., 1985b). Cette me´thode repose sur l’enle`vement spe´cifique du brin
non mute´ par l’incorporation d’un thionucle´otide dans le brin mute´ lors de sa synthe`se in vitro.
En effet, certains enzymes de restriction (NciI, PstI) pre´sentent la proprie´te´ de ne pas couper le
brin de DNA posse´dant un thionucle´otide, alors qu’elles couperont le brin de de´part non mute´
sans thionucle´otide. Une telle coupure dans le brin non mute´ repre´sente un site d’action pour
l’Exonucle´ase III, qui dige´rera la quasi totalite´ du brin parental. Le brin mute´ (posse´dant des
thionucle´otides) est ensuite utilise´ comme matrice par la DNA polyme´rase I pour reconstruire le
DNA double brin. La transformation de E. coli avec ce DNA homoduplex permettra l’obtention
d’un grand nombre de clones comportant la mutation de´sire´e.
b) Protocole expe´rimental
• Phosphorylation de l’oligonucle´otide de synthe`se
1 µg de l’oligonucle´otide de synthe`se comportant la mutation de´sire´e est phosphoryle´ en
5’ en pre´sence de 10 U de T4 polynucle´otide kinase dans 10 µl de milieu Tris-HCl 70 mM
pH 7,6, MgCl2 10 mM, DTT 5 mM, ATP 1 mM. Apre`s incubation a` 37 ◦C pendant 30 min,
la re´action est stoppe´e par chauffage a` 70 ◦C pendant 10 min.
• Hybridation de l’oligonucle´otide au DNA matrice monobrin
10 µg de DNA simple brin a` muter sont hybride´s a` 10 pmoles d’oligonucle´otide phosphoryle´
dans 34 µl de tampon Tris-HCl 10 mM pH 7,6, MgCl2 5 mM. Apre`s chauffage a` 70 ◦C
pendant 3 min, le milieu est place´ 1 h a` 37 ◦C, puis plonge´ dans la glace.
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• E´longation et ligation du brin mute´
La solution d’hybridation est ensuite dilue´e a` 100 µl par l’addition (concentrations finales)
de MgCl2 10 mM, ATP 1 mM, dATP 500 µM, dGTP 500 µM, dTTP 500 µM, α-SdCTP
500 µM, 12 U de DNA polyme´rase I et 12 U de T4 DNA ligase. Le milieu est incube´ 15 h
a` 16 ◦C.
• E´limination du brin de DNA non mute´ par filtration sur membrane
Cette e´tape permet de se´parer le DNA he´te´roduplex du DNA simple brin, ce dernier
restant accroche´ au filtre de nitrocellulose. A` la solution pre´ce´dente sont ajoute´s 170 µl
d’H2O et 30 µl de NaCl 5 M. L’ensemble est passe´ sur un filtre de nitrocellulose fourni
par le fabricant et l’e´luat subit une pre´cipitation alcoolique. Le DNA se´che´ sous vide est
repris dans 50 µl de TE.
• Digestion du brin de DNA non mute´ par l’enzyme NciI
10 µl de DNA sont ajoute´s a` 5 U de NciI dans 65 µl de tampon Tris-HCl 60 mM pH 8,
NaCl 90 mM, MgCl2 6 mM, DTT 10 mM. La re´action de coupure s’effectue a` 37 ◦C
pendant 90 min.
• Digestion partielle du brin de DNA non mute´ par l’Exonucle´ase III
50 U d’Exonucle´ase III sont additionne´s a` la solution pre´ce´dente et le milieu de re´action
incube´ a` 37 ◦C pendant 30 min pour le phage M13 ou pendant 15 min pour pTZ18 ou
pTZ19. Les enzymes sont ensuite inactive´s par chauffage a` 70 ◦C pendant 15 min.
• Repolyme´risation et ligation du brin de DNA
L’homoduplex de DNA est re´alise´ par incubation a` 16 ◦C pendant 3 h, du milieu pre´ce´dent
dans le tampon ATP 1 mM, MgCl2 10 mM, dNTP 500 µM (les quatre), avec 3 U de DNA
polyme´rase I et 5 U de T4 DNA ligase.
20 µl de cette solution servent a` transformer une souche d’E. coli TG1 selon la me´thode
de´crite au § 2.2.1, p. 62.
2.3 TECHNIQUES AYANT TRAIT AU RNA
2.3.1 Conside´rations ge´ne´rales
L’obtention de RNA purifie´s et intacts est de premie`re importance pour la synthe`se de cDNA
et l’e´tude de l’expression des ge`nes. Le proble`me majeur dans la purification de RNA re´side
dans leur instabilite´ et leur grande sensibilite´ aux ribonucle´ases (RNases); ces RNases sont des
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enzymes tre`s actifs dans tous les tissus, extraordinairement stables et ne requie`rent en ge´ne´ral
pas de co-facteur pour leur activite´.
Dans un premier temps, les RNA sont extraits de la cellule par une me´thode qui e´limine
ou inactive les RNases endoge`nes. Mais apre`s purification, ces RNA doivent e´galement eˆtre
manipule´s et conserve´s dans du mate´riel exempt de RNases (“RNase-free”). Comme certaines
RNases sont partiellement insensibles a` l’autoclavage, des dispositions particulie`res doivent eˆtre
prises:
• traiter la verrerie a` la soude et la chauffer pendant 4 h a` 200 ◦C;
• n’utiliser que de l’eau bidistille´e ste´rile pour pre´parer les solutions;
• les tubes ou embouts a` usage unique en plastique sont ste´riles.
Une source importante de contamination e´tant les doigts du manipulateur, la re`gle premie`re
est de toujours porter des gants. Le mate´riel pour la pre´paration de RNA est stocke´ a` l’e´cart et
les RNA sont conserve´s a` −70 ◦C.
2.3.2 Pre´paration de RNA total de mitochondrie de levure
Le culot mitochondrial est homoge´ne´ise´ dans 10 ml de tampon d’extraction: Tris-HCl 10 mM
pH 7,5, SDS 1% (p/v). Un volume de phe´nol sature´ en Tris-HCl 10 mM pH 7,5 et traite´ a`
l’hydroxyquinole´ine 0,1% (Maniatis et al., 1982) est ajoute´. Apre`s agitation durant 5 min, on
additionne un volume de me´lange chloroforme-alcool isoamylique (99:1). La solution est agite´e
pendant 10 min puis centrifuge´e a` 2500 rpm pendant 10 min. Cinq extractions phe´noliques suc-
cessives sont effectue´es. Le RNA mitochondrial total est re´cupe´re´ par pre´cipitation e´thanolique
de la phase aqueuse rendue 0,1 M en AcONa pH 4,5.
A` ce stade, le RNA mitochondrial total contient souvent des quantite´s non ne´gligeables de
polysaccharides et de DNA mitochondrial. Afin d’e´liminer ces contaminants, le culot de RNA
est dissous dans de l’eau bisdistille´e ste´rile puis centrifuge´ a` 15000 rpm pendant 30 min. Le
surnageant, libe´re´ des polysaccharides, est re´cupe´re´ et additionne´ d’un volume de LiCl 6 M. Le
me´lange est incube´ a` 4 ◦C pendant 12 h. Apre`s centrifugation a` 15000 rpm pendant 30 min, le
culot de RNA est re´cupe´re´ et repurifie´ par pre´cipitation alcoolique. Ce traitement a cependant
certaines limites puisqu’une quantite´ non ne´gligeable de tRNA peut eˆtre perdue. Il n’a e´te´ utilise´
que pour l’e´tude de RNA mitochondriaux de poids mole´culaire e´leve´.
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2.3.3 Extraction du RNA pre´sent dans des fractions prote´iques
Le RNA pre´sent dans des fractions prote´iques (ribonucle´oprote´ine) est extrait par traitement par
la prote´inase K suivi par des extractions phe´noliques et pre´cipitations alcooliques: 300 a` 500 µl
de fractions prote´iques sont de´prote´inise´s en pre´sence de 10 µg de prote´inase K dans 0,5% SDS
pendant 45 min a` 37 ◦C. Apre`s extractions au phe´nol sature´ dans du TE-NaCl 150 mM, et au
phe´nol/chloroforme, le RNA est re´cupe´re´ par pre´cipitation a` l’isopropanol, suivi par un lavage
a` l’alcool. Le RNA est stocke´ sous forme d’un culot sec a` −70 ◦C. Avant utilisation, le RNA est
dissous dans de l’eau bidistille´e ste´rile.
2.3.4 Transcription “run off” in vitro par la T7 RNA polyme´rase
La pre´sence dans certains vecteurs (pTZ, Bluescript, . . . ) du promoteur de la RNA polyme´rase
du phage T7 permet l’obtention, par transcription in vitro en pre´sence de cet enzyme, de
quantite´s importantes de RNA. La transcription s’effectue sur un vecteur coupe´ par un enzyme
de restriction et la longueur du produit de transcription de´pendra du site de restriction choisi.
La re´action se fait sur 1 µg de plasmide line´arise´ en pre´sence de 50 a` 100 U de T7 RNA
polyme´rase et de 50 µCi de α-[32P]-ATP 400 Ci/mmol dans 50 µl de milieu contenant 1 mM de
chacun des 4 nucle´otides CTP, UTP, GTP, et ATP, Tris-HCl 50 mM pH 8, MgCl2 15 mM, DTT
5 mM, BSA 0,5 µg/µl. Apre`s incubation a` 37 ◦C durant 45 min, le milieu subit deux extractions
phe´noliques et deux lavages a` l’e´ther. Le RNA est re´cupe´re´ par pre´cipitation alcoolique, purifie´
par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 5% de´naturant puis e´lue´ par diffusion dans du
tampon SDS.
2.3.5 Techniques d’analyses du RNA
a) Transfert “Northern” et hybridation des RNA
Cette technique est employe´e pour de´terminer la taille et l’abondance d’un RNA. Les RNA de
taille comprise entre 10 et 1000 nucle´otides sont se´pare´s sur un gel de polyacrylamide de´naturant
(8 M Ure´e) (voir p. 71) et de faible re´ticulation (4 a` 6%), puis transfe´re´s e´lectrophore´tiquement
sur une membrane de nylon. Ils sont ensuite hybride´s a` une sonde radioactive.
L’e´lectrophore`se termine´e, le gel est e´quilibre´ dans du tampon de transfert (TBE 0,5 ×)
pendant 15 minutes. Pendant ce temps, la membrane (“Zeta Probe” – Biorad) est trempe´e dans le
meˆme tampon, puis l’assemblage est re´alise´ comme suit: on dispose au fond d’une cuvette remplie
de tampon de transfert une feuille de “Scotch brite”, puis une feuille de papier Whatman 3MM
humide sur laquelle est glisse´ le gel avec beaucoup de pre´caution. La membrane est applique´e
doucement en faisant attention de ne pas emprisonner de bulles d’air (visibles par transparence),
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puis recouverte d’une seconde feuille de papier Whatman 3MM humide. On recouvre le sandwich
avec une seconde feuille de “Scotch brite”. L’ensemble est ensuite dispose´ dans la chambre de
transfert pre´alablement remplie de tampon. Le transfert est re´alise´ a` 4 ◦C en chambre froide,
sous agitation, sous une tension de 80 V pendant 4 h. Le membrane est se´che´e a` tempe´rature
ambiante, puis cuite 45 min a` 80 ◦C. L’hybridation est conduite dans les meˆmes conditions que
celles de´crites pour le DNA (voir § 2.2.6, p. 77), la stringence est simplement adapte´e au type
de sonde utilise´e.
b) De´termination de la structure primaire des RNA
Marquages du RNA a` l’extre´mite´ 3’ Le RNA purifie´ est marque´ a` son extre´mite´ 3’ en
pre´sence de [32P]-pCp et de T4 RNA ligase, qui catalyse la formation de ponts phosphodiesters,
inter ou intramole´culaires, entre les groupements 5’ phosphate des mole´cules donneuses et les
groupements 3’-OH terminaux des polynucle´otides accepteurs. La re´action (England et al., 1980)
est re´alise´es dans le milieu suivant: Hepes 50 mM pH 7,5, MgCl2 20 mM, DTT 3,3 mM, BSA
10 µg/ml, DMSO 10%, T4 RNA ligase 0,1 U/µl, ATP 6 µM, [32P]-pCp 50 µCi (3000 Ci/mmol).
Apre`s une nuit d’incubation a` 4 ◦C, le RNA marque´ est purifie´ par fractionnement sur gel de
polyacrylamide de´naturant et e´lution par diffusion (voir p. 71 et p. 61).
Me´thode chimique de se´quenc¸age du RNA Cette technique, similaire a` celle deMaxam
et Gilbert pour le DNA, a e´te´ adapte´e pour le RNA par Peattie (Peattie, 1979).
Le fragment de RNA marque´ a` son extre´mite´ 3’ est soumis a` quatre re´actions chimiques
diffe´rentes qui modifient statistiquement et spe´cifiquement chaque base: le dime´thyl sulfate
modifie les guanosines; le die´thyl pyrocarbonate modifie a` la fois les ade´nosines et les guanosines;
la pre´sence ou l’absence de chlorure de sodium dans le milieu de´termine la spe´cificite´ d’attaque
des bases par l’hydrazine: en pre´sence de NaCl, elle modifie a` la fois les uridines et les cytidines;
en son absence, elle n’attaque que les uridines. Dans un deuxie`me temps, un traitement a` l’aniline
induit la coupure de la liaison phosphodiester adjacente a` chaque base modifie´e. Les produits
d’hydrolyse sont alors fractionne´s sur gel de polyacrylamide de´naturant.
Le tableau suivant re´sume le protocole:
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G A % G U C % U
300 µl Tp G 200 µl Tp A,G
5 µl RNA 32P 5 µl RNA 32P 5 µl RNA 32P 5 µl RNA 32P
amener a` 0 ◦C amener a` 0 ◦C lyophiliser lyophiliser
0,5 µl DMS 1 µl DEP 10 µl Hz/H2O 10 µl Hz/NaCl
90 ◦C, 0,5-1 min 90 ◦C, 5-10 min 0 ◦C, 5-10 min 0 ◦C, 20-30 min
0 ◦C 0 ◦C
75 µl G pre´cip. 50 µl A,G pre´cip. 200 µl U pre´cip. 500 µl C,U pre´cip.
900 µl EtOH 750 µl EtOH 600 µl EtOH
centrifuger
culot + 200 µl NaAc 0,3 M + 600 µl EtOH
centrifuger, laver a` l’EtOH et se´cher le culot
10 µl Tris-HCl
pH 8,2 1 M
10 µl NaBH4 0,2 M
0 ◦C, 30 min au noir
200 µl NaBH4 stop
me´langer
600 µl EtOH
centrifuger
laver, se´cher
20 µl aniline 1 M pH 4,5
60 ◦C, 20 min au noir
lyophiliser
20 µl H2O
lyophiliser
20 µl H2O
lyophiliser
3 µl Tp de charge (Ure´e 8M, EDTA 1 mM, BP 0,1%)
90 ◦C, 30 sec
Charger le gel
Les solutions sont constitue´es de la fac¸on suivante:
1. Re´action G
• Tp G: cacodylate de sodium-HCl 50 mM pH 5,5, EDTA 1 mM (Ce tampon ne doit pas
eˆtre autoclave´ sous peine d’une chute tre`s importante du pH et de formation de composants
cacodyls volatils et nocifs).
• G pre´cipitation: Tris-ace´tate 1 M pH 7,5, β-mercaptoe´thanol 1 M, ace´tate de sodium 1,5 M,
EDTA 0,1 M, tRNA entraˆıneur 0,2 mg/ml.
• NaBH4 stop: ace´tate de sodium 0,6 M pH 4,5, acide ace´tique pH 4,5 0,6 M, tRNA entraˆıneur
0,025 mg/ml.
2. Re´action A & G
• Tp A,G: ace´tate de sodium 50 mM pH 4,5, EDTA 1 mM.
• A,G pre´cipitation: ace´tate de sodium 1,5 M, tRNA entraˆıneur 0,2 mg/ml.
3. Re´action U
• Hz/H2O: hydrazyne anhydre/H2O (1:1) refroidie a` 0 ◦C.
• U pre´cipitation: ace´tate de sodium 0,3 M, EDTA 0,1 mM, tRNA entraˆıneur 0,05 mg/ml.
4. Re´action C & U
• Hz/NaCl: NaCl 3 M sec dans hydrazine anhydre a` 0 ◦C.
• C,U pre´cipitation: e´thanol/H2O 80%.
Re´alisation d’une e´chelle de re´fe´rence de la taille des fragments Une e´chelle statistique
est re´alise´e par hydrolyse me´nage´e d’un RNA. 20000 cpm de RNA se´che´ sous vide, sont repris
dans 50 µl de formamide 100%, MgCl2 1 mM, NaOH 10 mM, Xyle`ne cyanol 0,1%, Bleu de
bromophe´nol 0,1%, incube´s pendant 30 min a` 100 ◦C, puis de´pose´s sur le gel de se´quence.
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3 TECHNIQUES GE´NE´TIQUES DE LA LEVURE
Ces techniques permettent d’induire et d’isoler chacune des formes cellulaires de la levure:
haplo¨ıde, diplo¨ıde, spores, chacun des produits d’une meˆme me´iose pouvant e´galement eˆtre
se´pare´. Elles constituent un des avantages majeurs de S. cerevisiae pour des e´tudes ge´ne´tiques.
3.1 FORMATION DES DIPLOI¨DES
Deux cellules haplo¨ıdes de signe oppose´ se conjuguent pour former un zygote dont la forme est
reconnaissable au microscope; le zygote est isole´ a` l’aide d’un micromanipulateur.
En pratique, on fait pousser des cellules a et α sur milieu complet pendant 10 h a` 30 ◦C.
On me´lange 1 ou 2 œses de ces cellules sur une meˆme boˆıte puis, apre`s 3 a` 4 h a` 30 ◦C, on
voit apparaˆıtre au microscope des zygotes de forme caracte´ristique. On dispose alors d’1 a` 2 h
pour se´parer ces formes des autres cellules haplo¨ıdes; un zygote isole´ donnera lieu en 2 a` 3 jours
d’incubation a` une colonie de cellules diplo¨ıdes.
3.2 DE´TERMINATION DU SIGNE
Les cellules a` tester sont croise´es comme de´crit ci-dessus avec des cellules haplo¨ıdes a et α de
re´fe´rence. L’apparition de zygotes dans l’un des deux croisements de´terminera le signe de la
souche.
3.3 SPORULATION
Il est possible d’induire la sporulation en plac¸ant les levures diplo¨ıdes sur un milieu de´favorable.
Apre`s une pre´culture sur boˆıte YPG, 1 œse de levure est re´partie sur une boˆıte de milieu
SP1. Apre´s deux a` trois jours d’incubation a` 30 ◦C, on voit apparaˆıtre des asques renfermant les
spores. Si la sporulation se fait mal, on peut repiquer ces cellules sur un milieu plus de´favorisant
encore ne renfermant que de l’ace´tate de potassium a` 10 g/l.
3.4 ANALYSE DES SPORES
Dissection des te´trades Avant de se´parer les 4 spores d’une te´trade, il faut dige´rer la paroi
de l’asque. Une suspension e´paisse du me´lange de sporulation est re´alise´e dans 20 µl de solution
Tris-HCl 10 mM pH 7,5, sorbitol 1 M, zymolyase 100T 0,2 mg/ml; la digestion de la paroi est
comple`te apre`s environ 10 a` 15 min a` 30 ◦C. Ce me´lange est dilue´ avec 200 µl de sorbitol 1 M,
puis 15 µl sont de´pose´s sous forme d’une ligne de base sur le cote´ d’une demi-boˆıte de petri
contenant YPG-agar 2% que l’on installe ensuite dans la chambre de dissection. A` l’aide du
micromanipulateur (Singer) et sous observation microscopique, on pre´le`ve chacune des spores
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d’une te´trade que l’on de´pose a` distance re´gulie`re sur une ligne perpendiculaire a` la ligne de
base. On peut individualiser 10 te´trades par demi-boˆıte. La plaquette est alors de´pose´ sur milieu
complet; les clones haplo¨ıdes issus des spores peuvent eˆtre analyse´s apre`s 2 a` 3 jours d’incubation
a` 25 ◦C.
3.5 INTERRUPTION GE´NIQUE
L’expe´rience d’interruption ge´nique permet d’examiner le caracte`re essentiel d’un ge`ne ou de
prouver ge´ne´tiquement qu’un ge`ne clone´ confe`re un certain phe´notype a` la cellule. Dans tous les
cas, le but de l’ope´ration est d’introduire une copie non fonctionnelle de ce ge`ne en lieu et place
de l’alle`le sauvage.
Les diffe´rentes me´thodes pour introduire une mole´cule en un lieu pre´cis du chromosome
sont toutes base´es sur les me´canismes de la recombinaison. Celle-ci est stimule´e et dirige´e par les
extre´mite´s hautement recombinoge`nes d’un fragment de DNA line´aire introduit dans la cellule
(Orr-Weaver et al., 1981).
Interruption directe par le ge`ne marqueur Le ge`ne de se´lection (URA3 ou TRP1 , par
exemple) est inse´re´ dans un site restriction interne au ge`ne X , ou apre`s excision d’un fragment
(figure II.2 A). La copie interrompue du ge`ne X est excise´e du plasmide pour transformer une
souche ura3 ou trp1. L’inte´gration se fera par e´viction de la re´gion correspondante et les cellules
prototrophes pour l’uracile ou le tryptophane posse`deront un ge`ne X interrompu par le marqueur
de se´lection (Rothstein, 1983).
Cette interruption est stable, mais des sites de restriction pour une telle construction ne
sont pas toujours disponibles, aussi une amplification re´verse du ge`ne et du plasmide par PCR
utilisant deux oligonucle´otides posse´dant un site de restriction ade´quate peut eˆtre re´alise´e avant
l’insertion du marqueur de se´lection. Selon la localisation des zones d’hybridation des deux
oligonucle´otides, on peut re´aliser des de´le´tions plus moins importantes du ge`ne a` interrompre
(figure II.2 B).
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Figure II.2: Comparaison de deux me´thodes d’interruption ge´nique
A Clonage d’un fragment interne du ge`ne dans un vecteur inte´gratif de levure.
B Me´thode par interruption directe du ge`ne avec un marqueur.
RE1, RE2 et RE3 repre´sentent trois sites de restriction uniques (RE1 et RE3 peuvent eˆtre identiques);
URA3 est le ge`ne marqueur pour la se´lection.
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Chapitre III
E´TUDE DE LA RNase P
MITOCHONDRIALE DE LEVURE
A. INTRODUCTION
1 Historique
Jusqu’a` la fin des anne´es soixante-dix, il e´tait commune´ment admis que les enzymes qui
catalysent les re´actions chimiques e´taient des prote´ines doue´es de proprie´te´s particulie`res. Elles
sont capables d’acce´le´rer la vitesse de re´action en diminuant l’e´nergie d’activation. Elles sont tre`s
spe´cifiques du substrat et des produits de la re´action. Elles ne sont pas consomme´es et peuvent
donc catalyser la meˆme re´action plusieurs fois d’affile´e.
Les anne´es quatre-vingt ont vu la de´couverte des proprie´te´s auto-catalytiques puis cataly-
tiques du RNA, avec comme aboutissement, l’attribution du Prix Nobel de Chimie en 1989 a`
Sidney Altman et a` Thomas Cech pour leurs travaux respectifs sur le RNA catalytique.
Le RNA apparaˆıt comme une mole´cule doue´e de proprie´te´s et fonctions multiples: messager,
adaptateur de la traduction (tRNA), e´le´ment structural et fonctionnel (rRNA dans le ribosome,
snRNA dans le spliceosome) de ribonucle´oprote´ines et RNA-enzyme ou ribozyme (RNase P,
RNA autocatalytiques viraux et introniques).
Dans les anne´es 1960, de nombreux travaux ont de´montre´ que les formes stables des tRNA
chez les procaryotes e´taient produites a` partir de grands transcrits instables, appele´s pre´curseurs.
De nombreux enzymes sont implique´s dans la maturation des pre´curseurs in vivo. Mais, faute
de substrats adapte´s, il a fallu attendre les anne´es 1970, pour caracte´riser plus pre´cise´ment les
activite´s enzymatiques responsables de cette maturation. Graˆce a` un pre´curseur de tRNATyr
d’Escherichia coli, Altman a pu mettre en e´vidence une activite´ enzymatique qui clive ce
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substrat pour produire un groupement phosphate 5’ a` la position 1 du tRNA mature (Robertson
et al., 1972; Altman et al., 1987). L’enzyme responsable de ce me´canisme de maturation est une
endoribonucle´ase, appele´e RNase P. Tre`s rapidement, la RNase P a e´te´ identifie´e et purifie´e a`
partir des extraits prote´iques de E. coli (Robertson et al., 1972). Elle parut imme´diatement
diffe´rente des autres ribonucle´ases connues a` cette e´poque. En effet, elle clive de fac¸on pre´cise
les pre´curseurs de tRNA a` l’extre´mite´ 5’ du premier nucle´otide du tRNA mature en cre´ant
au niveau du tRNA une extre´mite´ 5’ phosphate et au niveau de l’extension 5’ une extre´mite´
3’ hydroxyle. Comme les se´quences de nucle´otides adjacentes au site de clivage sont toutes
diffe´rentes d’un pre´curseur a` un autre, la spe´cificite´ de clivage ne doit pas de´pendre de la
se´quence nucle´otidique uniquement. En effet, seules les mutations qui de´sorganisent les structures
secondaires ou tertiaires du substrat diminuent la vitesse du clivage, cela sans modification de
la spe´cificite´.
La RNase P est un enzyme universel. En effet, dans toutes cellules procaryotes ou eucaryotes,
dans tous compartiments sous-cellulaires qui synthe´tisent des tRNA, une telle activite´ a pu
eˆtre observe´e (Altman et al., 1986; Kline et al., 1981). En poursuivant la purification et la
caracte´risation de la RNase P de E. coli, B. Stark est amene´ a` analyser les prote´ines des
fractions actives apre`s des e´tapes chromatographiques. Sur des gels de polyacrylamide-SDS, il
de´montre qu’un RNA de haut poids mole´culaire co-purifie avec l’activite´ enzymatique. Il sugge`re
que c’est un composant essentiel de l’enzyme. En 1976, il de´montre cette hypothe`se en inactivant
l’activite´ enzymatique de la RNase P par un traitement a` la nucle´ase micrococcale (Stark et al.,
1978). Cette expe´rience fut e´galement re´alise´e avec la RNase P de Bacillus subtilis et a conduit
aux meˆmes conclusions (Gardiner & Pace, 1980).
L’e´tape suivante e´tait de de´montrer que le RNA, appele´ RNA M1, e´tait essentiel a` l’activite´
enzymatique in vivo et in vitro. En 1979, R. Kole se´pare les composants prote´ique et ri-
bonucle´ique de la RNase P. Ces deux sous-unite´s sont inactives se´pare´ment mais elles peuvent
se re´associer dans certaines conditions en un complexe actif. Mais a` la fin des anne´es 70, l’ide´e que
du RNA puisse jouer un roˆle catalytique e´tait encore inacceptable pour beaucoup. Cependant,
la publication de travaux de plus en plus nombreux sugge´rant que les snRNA dans les snRNP
pouvaient jouer un roˆle important dans l’e´pissage des mRNA renforc¸ait l’ide´e que des complexes
ribonucle´oprote´iques pouvaient participer a` des re´actions enzymatiques, soit directement, soit
comme co-facteurs.
Au de´but des anne´es 1980, le RNA M1 est se´quence´, mais on n’a pas pu de´finir clairement
son roˆle (Reed et al., 1982). C’est a` cette e´poque e´galement que les travaux de T. Cech sur
l’intron deTetrahymena de´montrent qu’un RNA peut eˆtre autocatalytique. Il montre que l’intron
catalyse son propre e´pissage en absence de prote´ine. En 1983, des expe´riences de reconstitutions
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croise´es in vitro avec des sous-unite´s de RNase P purifie´es d’E. coli et de B. subtilis indiquent
que c’est la structure en solution du RNA plutoˆt que la se´quence nucle´otidique qui joue un roˆle
dominant dans le fonctionnement de la RNase P. Au cours des expe´riences de reconstitution,
du RNA M1 transcrit in vitro ou purifie´ est utilise´ comme te´moin et a` la grande surprise des
expe´rimentateurs, ceux-ci observent que le RNA M1 seul, en l’absence de toute prote´ine, est
capable d’effectuer la re´action de clivage du pre´curseur de tRNA dans des tampons contenant
une grande quantite´ de sel de magne´sium. Ce travail, re´alise´ dans le laboratoire de S. Altman,
a permis de de´montrer que le RNA M1, seul, pouvait se comporter comme un enzyme classique,
c’est-a`-dire reconnaˆıtre tre`s spe´cifiquement son substrat et effectuer la re´action de catalyse. La
prote´ine C5 auquel est associe´e le RNA M1 in vivo ne joue que le roˆle d’un co-facteur qui
augmente la vitesse de re´action, mais celle-ci n’a aucun effet sur l’affinite´.
2 Proprie´te´s physiques de la RNase P de E. coli
Chez E. coli la RNase P est pre´sente en faible quantite´, environ 200 copies par cellule. C’est un
complexe ribonucle´oprote´ique compose´ du RNA M1 et de la prote´ine C5 (Stark et al., 1978). Les
ge`nes codant pour les deux sous-unite´s ont e´te´ se´quence´s: le RNA M1 (rnpB) a une longueur de
377 nucle´otides (Mr ' 125000) (Reed et al., 1982) et la prote´ine C5 (rnpA) est compose´e de 119
acides amine´s (Mr ' 13800) (Hansen et al., 1985). Le ge`ne du RNAM1 est transcrit sous la forme
d’un pre´curseur posse´dant une extension de 36 nucle´otides a` son extre´mite´ 3’. La maturation de
ce pre´curseur est re´alise´e par un enzyme qui n’a pas encore e´te´ identifie´ chez E. coli (Reed &
Altman, 1983). Le pre´curseur du RNA M1 posse`de cependant les meˆmes proprie´te´s catalytiques
in vitro que la forme mature. La stœchiome´trie des deux sous-unite´s dans l’holoenzyme est de
1:1 (Vioque et al., 1988) et ne sont pas lie´es covalemment. Elles peuvent eˆtre dissocie´es par de
l’ure´e 7 M, puis re´associe´e apre`s dialyse pour former un complexe actif. Le point isoe´lectrique
de l’holoenzyme est 5,2, alors que la sous-unite´ prote´ique est fortement basique.
Ces proprie´te´s de la RNase P sont variables d’un organisme a` l’autre. Dans les autres
organismes, notamment les eucaryotes, les parame`tres physiques sugge`rent que l’holoenzyme
posse`de probablement un rapport de masse prote´ine/RNA plus e´leve´ que celui de E. coli
(Lawrence et al., 1987a).
3 Proprie´te´s catalytiques de la RNase P de E. coli
La caracte´ristique la plus importante de la RNase P a e´te´ la de´monstration in vitro que le
RNA M1 seul, avait les meˆmes proprie´te´s que l’holoenzyme actif meˆme a` faible concentation en
pre´sence d’un exce`s de substrat. Cela signifie qu’il a toutes les proprie´te´s d’un ve´ritable enzyme.
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En effet, il est catalytique, stable, n’est pas consomme´ pendant la re´action et posse`de donc un
potentiel de turn-over multiple (Guerrier-Takada et al., 1983). Une analyse par les cine´tiques
de Michaelis–Menten de la re´action du RNA M1 sur le pre´curseur de tRNATyr montre que le
Km apparent est de 2 × 10−7 M et qu’il est inde´pendant de la pre´sence de la prote´ine C5. Par
contre, le kcat du RNA M1 seul qui est de 2 min−1, est multiplie´ par 10 ou 20 par le cofacteur
prote´ique. Ces valeurs sont le´ge`rement de´pendantes du substrat utilise´. Par exemple, le Km est
de 4,4 × 10−8 avec le pre´-tRNAPhe et le kcat est 0,34 avec le RNA M1 seul et de 18,3 avec
l’holoenzyme (McClain et al., 1987). La re´action d’hydrolyse est irre´versible dans les conditions
standard in vitro. L’effet du pH sur la re´action est ne´gligeable entre 5,5 et 9,5, mais il est tre`s
important en dehors de ces limites.
La re´action catalytique n’est possible qu’en pre´sence d’ions Mg++ avec le RNA M1 seul et
avec l’holoenzyme. Des ions Mn++ peuvent eˆtre substitue´s au Mg++, mais avec une efficacite´
nettement moindre. La de´pendance aux sels des RNase P d’autres organismes n’est pas identique
a` celle d’E. coli, mais toutes les RNase P ont une activite´ catalytique qui de´pend du Mg++. Des
ions comme Mg++, Ca++, Sr++ ainsi que des petites polyamines comme la spermine ou la
spermidine peuvent pre´server les proprie´te´s de structure du RNA enzyme. Des polyamines, des
concentrations en Mg++ e´leve´es et le polye´thyle`neglycol peuvent se substituer a` la prote´ine C5
chez E. coli , sugge´rant que la prote´ine jouerait un roˆle d’e´cran e´lectrostatique en diminuant
la re´pulsion anionique entre la sous-unite´ ribonucle´ique de l’enzyme et le substrat (Guerrier-
Takada et al., 1983; Gardiner et al., 1985). Cependant, la contribution de ces substituts dans
l’activite´ du RNA M1 est diffe´rente de celle de la prote´ine C5. En effet, lorsqu’on fait varier
la concentration de RNA M1 en pre´sence de fortes concentrations de Mg++ ou en pre´sence de
PEG, on observe une cine´tique de second ordre ou` deux mole´cules de RNA M1 sont implique´es
dans le clivage d’une seule mole´cule de tRNA pre´curseur (Guerrier-Takada et al., 1986).
4 Relations structure-fonction: mode`le de structure secondaire
Les se´quences des RNA des RNase P d’E. coli et de B. subtilis sont diffe´rentes mais un complexe
actif peut eˆtre reconstitue´ avec la prote´ine de l’un et le RNA de l’autre (Guerrier-Takada
et al., 1983). Les enzymes des deux organismes posse`dent donc des homologies structurales
importantes, certainement au niveau de leurs structures secondaires et tertiaires. Un premier
mode`le the´orique de structure secondaire du RNA M1 avait e´te´ propose´, base´ sur des calculs
d’energie minimale et sur des donne´es de cartographie chimique et enzymatique (Reed et al.,
1982). Mais les structures propose´es n’e´taient pas valide´es par la se´quence correspondante du
RNA de l’enzyme de B. subtilis, contrairement aux pre´visions que des RNA homologues ont
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certainement des structures secondaires similaires. Un des mode`les, propose´ (Lawrence et al.,
1987b), e´tait base´, a` la fois, sur le mode`le the´orique initial, sur des expe´riences d’accessibilite´
nucle´otidique en solution et sur des comparaisons de se´quences limite´es. Puis, avec la de´couverte
de nouvelles se´quences de RNA de RNase P de divers organismes procaryotes, un mode`le base´
sur une analyse phyloge´ne´tique des se´quences de ces RNA a e´te´ propose´ par le laboratoire de
N. James (James et al., 1988). Ces e´tudes ont permis de de´gager un squelette commun de
structures secondaires graˆce a` l’e´tude des RNA d’organismes se situant, sur le plan e´volutif,
a` une distance interme´diaire entre B. subtilis et E. coli. Dans le groupe des bacte´ries Gram
positif, outre B. subtilis, B. megaterium, ainsi que B. brevis et B. stearothermophilus ont e´te´
e´tudie´es. Dans le groupe des bacte´ries pourpres auquel appartient E. coli , cette e´tude a porte´
sur Pseudomonas fluorescens et S. typhimurium. Apre`s alignement des se´quences, une structure
secondaire commune a pu eˆtre propose´e base´e sur des e´le´ments tre`s conserve´s a` l’inte´rieur d’un
groupe et sur des co-variations qui conservent cette structure. Cette structure commune est
surtout valide´e par les nombreuses co-variations affectant les re´gions apparie´es qui ont de faibles
homologies de se´quence. Les motifs structuraux essentiels a` la liaison et au clivage des pre´-
tRNA ou a` l’interaction avec la prote´ine sont certainement pre´sents dans les motifs structuraux
communs.
Ces mode`les (fig. III.1) constituent une base de travail pour des expe´riences de mutage´ne`se
et pour l’analyse des points de contact avec le pre´-tRNA ou avec la sous-unite´ prote´ique, mais ne
donnent aucun renseignement sur le me´canisme de fonctionnement du RNA catalytique. Pour
l’instant, les re´sultats de l’e´tude des mutants ne sont totalement compatibles avec aucun des deux
mode`les bidimensionnels propose´s. En particulier, James et al. ont montre´ qu’aucun nucle´otide
du RNA de B. subtilis n’est absolument essentiel a` sa fonction. De meˆme, dans le RNA M1, a`
la fois des mutations ponctuelles et des de´le´tions partielles de la mole´cule peuvent eˆtre ge´ne´re´es
sans re´duire radicalement l’activite´ enzymatique (Guerrier-Takada & Altman, 1986; Lumelsky
& Altman, 1988).
Dans l’ensemble, les re´sultats des analyses des diffe´rents mutants du RNA M1 (Lawrence
& Altman, 1986; Shiraishi & Shimura, 1986; Baer et al., 1988; Lumelsky & Altman, 1988)
sugge`rent que la mole´cule posse`de une structure tertiaire complexe, dans laquelle des mutations
entraˆınant des phe´notypes similaires peuvent se trouver localise´es a` diffe´rents endroits de la
mole´cule. Il est probable que les e´le´ments fonctionnels importants du RNA M1 ne sont pas de´finis
par une se´quence contigu¨e, mais plutoˆt par une des nucle´otides rassemble´s par le repliement
tridimensionnel du RNA.
Le mode`le de James et al. (1988) a servi de base a` la construction d’un RNA catalytique
minimal artificiel, base´ sur les se´quences du RNA M1 d’E. coli et du RNA de la RNase P de
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Figure III.1:Mode`les de structure secondaire des RNA des RNase P d’Escherichia coli
et de Bacillus subtilis et du RNA min1
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B. megaterium. Ces deux bacte´ries appartiennent a` deux groupes diffe´rents. Les diffe´rences entre
les structures secondaires de ces deux RNA sont essentiellement dues a` des insertions/de´le´tions de
petites he´lices a` diverses positions d’un squelette de structure secondaire commun. L’hypothe`se
de base a e´te´ que la conservation d’une fonction dans l’e´volution s’accompagne de la conservation
des structures essentielles. Le re´sultat, appele´ RNA min1 est en fait un me´lange des se´quences
des RNA des enzymes des deux organismes (Waugh et al., 1989). Certaines structures du RNA
de B. megaterium qui n’e´taient pas retrouve´es dans le RNA M1 ont e´te´ soit de´le´te´es, par exemple
les nucle´otides 28 a` 52, soit remplace´es par les structures correspondantes. Le RNA min1 est
capable de catalyser le clivage des pre´-tRNA de fac¸on aussi spe´cifique que la RNase P naturelle,
mais avec des parame`tres cine´tiques diffe´rents. Le RNA min1 a moins d’affinite´ pour le substrat
que le RNA M1 et il relargue le produit de la re´action plus rapidement dans des milieux dont
la force ionique est optimale pour chaque enzyme. L’activite´ du RNA min1 est plus de´pendante
d’une forte concentration en sels monovalents (3 M d’ace´tate d’ammonium) et plus sensible a`
la tempe´rature. L’addition de la prote´ine C5 d’E. coli ou de celle de B. subtilis ne stimule pas
l’activite´ du RNA min1 dans des conditions de force ionique physiologique. Les conditions de
fortes concentrations salines ne´cessaires a` l’activation du RNA min1 ne sont pas compatibles
avec les conditions d’assemblage et de fonctionnement de l’holoenzyme (Vioque et al., 1988).
5 Reconnaissance du substrat
Chez E. coli , la RNase P clive au moins soixante pre´curseurs de tRNA diffe´rents au niveau d’une
liaison phosphodiester spe´cifique pour produire l’extre´mite´ 5’ mature. Il n’existe pas d’homologie
de se´quence autour du site de coupure dans les pre´-tRNA. Le seul e´le´ment conserve´ par tous
les substrats de la RNase P est la structure tridimensionnelle ge´ne´rale des tRNA. L’e´tude de
la reconnaissance macromole´cule-enzyme est le plus souvent re´alise´e par des modifications du
substrat ou de l’enzyme, dans l’espoir de modifier la vitesse de la re´action ou d’alte´rer le site de
clivage. Dans le cas du RNA M1, la vitesse de la re´action de clivage est diminue´e lorsque l’on
fait des substitutions de bases dans le RNA ou quand on enle`ve la se´quence CCA 3’ terminale des
pre´-tRNA d’E. coli. L’holoenzyme, par contre, n’est pas sensible a` l’absence du -CCA terminal.
La spermidine qui est une mole´cule tre`s basique comme la prote´ine C5, ne mime pas totalement
les effets de cette dernie`re lorsque le -CCA est absent.
Plus re´cemment, pour simplifier l’analyse des interactions entre le RNA M1 et ses substrats,
des nouveaux mini-substrats artificiels de´rive´s des tRNA ont e´te´ ge´ne´re´s. Ces mole´cules sont
constitue´es de la se´quence 5’ flanquante, du bras accepteur, du bras et de la boucle T du
tRNAPhe. Un exemple d’un tel substrat est le susbtrat, pAT1 (fig. III.2) (McClain et al., 1987).
98 E´TUDE DE LA RNase P MITOCHONDRIALE DE LEVURE
Les parame`tres cine´tiques du clivage de ce substrat artificiel restent totalement inchange´es par
rapport a` celles du pre´curseur du tRNAPhe. Ainsi, lors de la recherche des caracte´ristiques
minimales d’un substrat, il s’est ave´re´ que la reconnaissance du substrat de´pendait de fac¸on
critique de la longueur et de la structure du bras accepteur du tRNA (et du bras T qui lui
est associe´ par empilement) et de la pre´sence de la se´quence CCA terminale qui semble tre`s
importante puisque des mutations ponctuelles, par exemple GCA ou ACA a` la place du -CCA
3’ terminal, abolissent comple`tement le clivage aussi bien par le RNA M1 que par l’holoenzyme
(McClain et al., 1987). Une substitution de base a` n’importe quel endroit du pre´curseur de tRNA
ayant un impact sur sa conformation, diminue le clivage par la RNase P. D’autre part, pre`s de
la moitie´ de la se´quence du tRNA a e´te´ de´le´te´e sans affecter ni la vitesse, ni la spe´cificite´ de ce
clivage. Il se pourrait donc que des substitutions de bases aient une action directe sur le clivage
du pre´curseur: soit le segment mute´ cre´e une structure qui empeˆche le pre´curseur d’entrer dans
le site catalytique de l’enzyme, soit la structure en he´lice importante a e´te´ de´truite.
Un deuxie`me mode`le de substrats qui ne´cessite e´galement la pre´sence du -CCA terminal
pour le clivage par la RNase P, est fourni par un de´rive´ du RNA du TYMV (Turnip Yellow
Mosaic Virus). Ces substrats ne posse`dent pas seulement une structure de “tRNA-like” mais
sont implique´s e´galement dans des structures de type pseudo-nœud (Guerrier-Takada et al.,
1988). Contrairement aux substrats de´rive´s de pre´curseurs de tRNA, ces substrats ne sont pas
clive´s plus efficacement lorsque l’holoenzyme est utilise´ a` la place du RNA M1. Cependant, pour
ces substrats artificiels de´rive´s de l’extre´mite´ 3’ du RNA de TYMV, le RNA M1 et l’holoenzyme
choisissent entre deux sites de clivage diffe´rents, selon la structure secondaire prise par le substrat.
Ainsi le site de clivage pourrait eˆtre de´termine´ de trois fac¸ons:
• de´termination du site de coupure par la mesure de la distance a` partir d’un point pre´cis
de´termine´ par la reconnaissance du substrat;
• proprie´te´s particulie`res d’un “turn” dans la partie simple brin du substrat;
• ces deux me´canismes couple´s a` la pre´sence du -CCA a` une certaine distance du site de
clivage.
Mais certaines de ces hypothe`ses ne peuvent s’appliquer qu’a` l’enzyme de E. coli car la
se´quence CCA n’est pas code´ par les ge`nes de tRNA eucaryotes ni meˆme par ceux de B. subtilis.
En fait, la se´quence CCA a probablement un roˆle beaucoup plus important dans le relargage des
produits de la re´action que dans la reconnaissance du substrat. En effet, le kcat du RNA M1
pour des substrats qui n’ont pas de -CCA terminal est diminue´ de fac¸on plus importante que le
Km.
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Figure III.2: Repre´sentation sche´matique des structures de divers RNA code´s par des
ge`nes artificiels
A Structures secondaires de divers RNA matures naturels (tRNAPhe) et artificiels dont les pre´curseurs
sont utilise´s comme substrats de la RNase P ou du RNA M1 d’E. coli (d’apre`s McClain et al., 1987).
B Repre´sentation sche´matique du pre´curseur artificiel pAT1 dessine´e sous la forme d’un “bras” et d’une
boucle de structure similaire a` la re´gion correspondante dans le tRNAPhe. La fle`che indique la localisation
du site de clivage par la RNase P.
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6 Me´canisme re´actionnel
Peu de progre`s ont e´te´ faits dans la compre´hension des de´tails de l’action du RNAM1. La re´action
de clivage par la RNase P est un me´canisme de´pendant de la structure du RNA catalytique et
de son substrat et requiert la pre´sence obligatoire des cations divalents (Mg++ ou Mn++). Ce
me´canisme ne ne´cessite pas l’apport d’e´nergie exoge`ne et ge´ne`re des extre´mite´s 5’-P et 3’-OH
(Guerrier-Takada et al., 1983), comme le font la plupart des enzymes de maturation spe´cifique
constitue´s par des prote´ines. Il est clair que le me´canisme de la catalyse par la RNase P diffe`re
de celui des introns autocatalytiques.
L’excision des introns des groupes I et II est re´alise´e a` travers une se´rie de trans-este´rifications
(Cech & Bass, 1986). L’initiation des re´actions des introns de groupe I est re´alise´es par une
attaque par le groupement hydroxyle d’une guanosine. La RNase P n’utilise pas ce mode d’action,
il ne requiert pas la ne´cessite´ d’un co-substrat et l’oxydation pe´riodique des extre´mite´s 3’ du
RNA de la RNase P et du substrat qui de´truit les groupes 2’-OH et 3’-OH n’inactive pas la
re´action (Marsh & Pace, 1985). Le clivage initial des introns de groupe II a lieu par une attaque
par un groupement 2’-OH d’une base situe´e dans l’intron (point de branchement) produisant un
conjugue´ covalent ayant la forme d’un lasso (Padgett et al., 1986). Par contre, aucune association
covalente entre le RNA de la RNase P et son substrat n’a pu eˆtre mise en e´vidence. Cela implique
que l’eau plutoˆt qu’un groupement 2’-OH pourrait re´aliser la scission de brin au niveau du
pre´curseur de tRNA.
Dans le me´canisme propose´ (Guerrier-Takada et al., 1986) (fig. III.3), la re´action pourrait
eˆtre catalyse´e par du Mg(II) solvate´ engage´ dans un complexe de coordination [Mg(OH2)5OH]+.
Un ligand hydroxyle du Mg(II) agirait comme base B, facilitant la de´protonation d’une mole´cule
d’eau qui agirait comme nucle´ophile. Un ligand H2O du meˆme Mg(II) agirait comme acide BH, en
donnant un proton a` l’oxyge`ne 3’ forme´ lors du clivage. Le mangane`se est le seul me´tal qui peut
se substituer au magne´sium. Des expe´riences associant le magne´sium avec un autre me´tal ont
montre´ l’existence de deux types de site de liaison: des sites catalytiques et des sites structuraux
ou` il peut eˆtre associe´ a` d’autres cations divalents (Guerrier-Takada et al., 1986). D’autre part,
il a e´te´ propose´ que le magne´sium fonctionnait plus efficacement au niveau du site catalytique
non pas seulement a` cause de sa petite taille, mais aussi parce qu’il peut se comporter comme
un acide fort pouvant re´agir avec des bases fortes tels que OH− et H2O (Guerrier-Takada et al.,
1986).
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Figure III.3:Me´canisme re´actionnel hypothe´tique pouvant expliquer l’hydrolyse d’un
pre´curseur de tRNA par le RNA M1
La re´action est catalyse´e par un complexe [Mg-H2O] initialement lie´ a` un atome phosphate du RNA M1.
Une mole´cule d’eau du solvant participe a` la re´action, elle est positionne´e par une liaison hydroge`ne
e´tablie avec un atome d’oxyge`ne ou d’azote du RNA M1 (d’apre`s Guerrier-Takada et al., 1986).
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7 Roˆle de la prote´ine C5
Bien que ce soit le RNA de la RNase P qui contienne le site catalytique, la pre´sence de la sous-
unite´ prote´ique est indispensable pour l’activite´ de l’enzyme in vivo. In vitro, nous l’avons vu, le
RNA seul est capable de catalyser la re´action de clivage lorsque les concentrations en sels dans le
milieu sont e´leve´es, cependant le “turnover” de la re´action est remarquablement lent (1 mole de
substrat par minute par mole de RNA enzyme). L’analyse des cine´tiques de re´action montrent
que les fortes concentrations salines facilitent la liaison du RNA enzyme au substrat en l’absence
de la prote´ine, probablement en re´duisant les re´pulsions e´lectrostatiques entre le RNA enzyme
et le substrat tRNA, tous deux polyanioniques. Ainsi, il a e´te´ propose´ que la protein C5 de la
RNase P, qui est tre`s petite et fortement basique, induit des changements localise´s des charges
en jouant le roˆle d’un contre-ion facilitant a` la fois la reconnaissance du substrat et le relarguage
rapide des produits de la re´action (Reich et al., 1988). Ceci a pour conse´quence qu’a` faible force
ionique (ne´cessaire pour le fonctionnement optimale de l’holoenzyme), une certaine re´pulsion
peut encore s’exercer entre les mole´cules de RNA conduisant a` la dissociation des produits. Au
contraire, a` forte concentration en cations divalents lors de la re´action utilisant le RNA seul, la
neutralisation globale des charges entraˆıne un masquage des e´le´ments re´pulsifs. Ainsi, le produit
associe´ au RNA formerait, un complexe beaucoup plus stable qu’avec l’holoenzyme.
Certaines observations ont montre´ que le roˆle de la sous-unite´ prote´ique de la RNase P
ne se limite pas a` cette simple neutralisation des charges. En effet, deux types d’observations
montrent qu’elle peut e´galement jouer un roˆle dans le maintien de l’enzyme dans une bonne
conformation en solution, ne´cessaire a` la liaison des substrats et/ou a` leur clivage au niveau du
site attendu. Premie`rement, la sous-unite´ prote´ique facilite la maturation de certains substrats
qui sont clive´s de fac¸on peu efficace par le RNA seul, meˆme dans des solutions de force ionique
tre`s e´leve´e (Guerrier-Takada et al., 1983). Ces substrats sont des pre´curseurs de tRNA ou` il
manque la se´quence CCA terminale. La prote´ine C5 est e´galement capable de re´tablir le bon site
de coupure de ces meˆmes substrats lorsqu’un mutant du RNA M1 est utilise´ comme enzyme
(Guerrier-Takada et al., 1989). Deuxie`mement, la sous-unite´ prote´ique pre´sente une sensibilite´
particulie`re, en terme d’alte´rations des parame`tres cine´tiques de la re´action, en fonction de la
nature particulie`re du substrat utilise´. Par exemple, a` la fois le Km et le kcat sont alte´re´s de
fac¸on non syste´matique par la se´quence particulie`re des pre´curseurs de tRNA, ou selon la nature
des mode`les particuliers de tRNA utilise´s (Guerrier-Takada et al., 1989; McClain et al., 1987).
Comme la plupart de ces substrats sont de meˆme taille ou presque, et ainsi, pre´sentent les meˆmes
charges, on peut supposer qu’une autre fonction gouvernant l’interaction entre la prote´ine, la
sous-unite´ catalytique et les substrats peut lui eˆtre attribue´e.
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Ces observations indiquent que la prote´ine doit e´tablir des contacts spe´cifiques a` la fois avec
le RNA catalytique et avec ses substrats. L’analyse par “foot-print” de l’holoenzyme montre
deux domaines prote´ge´s. L’un situe´ de la position 82 a` 96 et l’autre, de 170 a` 270 (fig. III.1).
La prote´ine C5 pourrait se lier se´pare´ment a` chacun des sites pour former des complexes
diffe´rents. Deux parties de ces sites pre´sentent des analogies de se´quence importantes alors que
leurs structures secondaires et tertiaires semblent diffe´rentes. Mais, on n’a pas retrouve´ dans la
se´quence d’acides amine´s de C5 de syme´trie ou de pe´riodicite´ qui pourraient interagir avec la
se´quence duplique´e de M1.
8 Les RNase P d’autres organismes
La plus grande part des connaissances que nous posse´dons sur la RNase P provient des travaux
effectue´s sur l’enzyme de E. coli et de B. subtilis qui sont repre´sentatifs de seulement deux des
onze phyla majeurs des eubacte´ries. L’e´tude de la RNase P dans d’autres organismes procaryotes
et eucaryotes a montre´ que cet enzyme universel pre´sentait une variabilite´ tre`s importante tant
au niveau de ses composants pris individuellement qu’au niveau de sa structure globale.
8.1 La RNase P chez les eubacte´ries
La taille de la sous-unite´ ribonucle´ique des RNase P bacte´riennes varie de 338 nucle´otides jusqu’a`
444 nucle´otides. Les se´quences des ge`nes de ces RNA ont e´te´ de´termine´es pour cinq des onzes
branches phyloge´ne´tiques majeures de bacte´ries (Woese, 1987): les bacte´ries pourpres et espe`ces
apparente´es qui comprennent E. coli (Baer & Altman, 1985; Brown et al., 1991; James et al.,
1988; Lawrence et al., 1987b; Reed et al., 1982; Takeshima et al., 1989), les bacte´ries Gram
positif (B. subtilis) (James et al., 1988; Reich et al., 1986), les cyanobacte´ries (Vioque, 1992),
les deinococci et espe`ces apparente´es (genre Thermus) (Haas et al., 1991; Hartmann & Erdmann,
1991), et les Thermogales (Haas et al., 1991). Chacun de ces RNA a des proprie´te´s catalytiques in
vitro (Brown et al., 1991). Les se´quences de ces RNA sont tre`s divergentes, montrant seulement
35 a` 55% d’identite´ de se´quence mais conservent un squelette de structure secondaire commun.
Mis a` part le cas du RNA de B. subtilis, la plupart des variations structurales observe´es touche a`
la longueur des structures en he´lices (Brown & Pace, 1991). Dans le cas de Bacillus, la structure
est alte´re´e par l’insertion et/ou la de´le´tion de longues se´quences dans des re´gions du RNA
normalement conserve´es. Quoiqu’il en soit les re´gions du RNA phyloge´ne´tiquement conserve´es
constituent le squelette d’une structure dans lequel re´side l’activite´ catalytique.
Le composant prote´ique est par contre moins bien connu. Les se´quences des ge`nes des sous-
unite´s prote´iques n’ont e´te´ de´termine´es que pour deux bacte´ries pourpres et pour trois espe`ces
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de bacte´ries Gram positif (Hansen et al., 1985; Fujita et al., 1990; Ogasawara et al., 1985;
Skovgaard, 1990). Dans tous les cas, elles jouent un roˆle identique a` celle de E. coli.
8.2 Les RNase P eucaryotes
La structure de la RNase P d’organismes eucaryotes, du noyau notamment, n’a e´te´ e´tudie´e
que chez le xe´nope, le foie de rat et l’homme (cellules HeLa), (Carrara et al., 1989; Jayanthi
& van Tuyle, 1992; Gold & Altman, 1986) et chez les levures Saccharomyces cerevisiae et
Schizosaccharomyces pombe (Cherayil et al., 1987; Krupp et al., 1986; Lee et al., 1991). Ces
enzymes, comme ceux des bacte´ries, sont des complexes ribonucle´oprote´iques. Leur sensibilite´ a`
la nucle´ase micrococcale indique que le RNA est un composant essentiel a` l’activite´ de l’enzyme.
Cependant, dans aucun de ces cas, il n’a pu eˆtre de´montre´ que le RNA avait des proprie´te´s
catalytiques in vitro. De plus, aucune similitude de se´quence n’est observe´e entre les RNA des
RNase P bacte´riennes et eucaryotes. En effet, les se´quences de ces RNA sont trop variables pour
pouvoir identifier des co-variations de nucle´otides dans des re´gions apparie´es et permettre de
proposer un mode`le de structure secondaire fiable. Ne´anmoins un mode`le de structure secondaire
ressemblant fortement au mode`le des RNAse P eubacte´riennes a e´te´ propose´ (Forster & Altman,
1990).
Une autre caracte´ristique qui diffe´rencie les RNase P procaryotes et eucaryotes est leur
densite´ dans un gradient de sulfate de ce´sium. En effet, avec une densite´ de 1,28 g/ml pour la
RNase P de cellule HeLa, le RNA doit eˆtre un composant mineur dans l’holoenzyme. A` titre de
comparaison, la densite´ de la RNase P de E. coli , ou` le RNA est un composant majeur, est de
1,55 g/ml. De meˆme le coefficient de se´dimentation est plus e´leve´, 15 S pour HeLa a` comparer
avec 11,5 S pour E. coli. Les RNase P eucaryotes sont donc des complexes ribonucle´oprote´iques
de plus grande taille. Le poids mole´culaire de l’enzyme de Schizosaccharomyces pombe a e´te´
estime´ a` 450 kDa (Krupp et al., 1986). Ces carate´ristiques, qui sont tre`s diffe´rentes de celles des
RNase P bacte´riennes, sont e´galement retrouve´es chez les RNase P des archaebacte´ries.
8.3 Les RNase P des archaebacte´ries
Le groupe dont font partie les archaebacte´ries est la seconde grande division phyloge´ne´tique des
procaryotes, aussi diffe´rentes e´volutivement des eubacte´ries que le sont les eucaryotes. La nature
des RNase P archaebacte´riennes refle`te les profondes divergences e´volutives de ce phylum par
rapport aux eubacte´ries. Ne´anmoins, le constituant ribonucle´ique de la RNase P de ces espe`ces
montre certaines ressemblances avec le RNA des eubacte´ries.
La RNase P a e´te´ essentiellement caracte´rise´e chez deux espe`ces: Haloferax volcanii, appar-
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tenant au groupe des bacte´ries halophiles, et Sulfolobus solfataricus, une bacte´rie thermoaci-
dophile. Dans les deux cas, le RNA n’a pas de proprie´te´ catalytique in vitro, en l’absence de
prote´ine (Nieuwlandt et al., 1991; Darr et al., 1990). De nombreuses diffe´rences distinguent les
deux enzymes. Ainsi, l’enzyme de H. volcanii est sensible a` l’action de la nucle´ase micrococcale
et a une densite´ de 1,61 g/ml dans des gradients de Cs2SO4, comparable a` celle de l’holoenzyme
de E. coli, alors que l’enzyme de S. solfataricus n’a qu’une densite´ de 1,27 g/ml et son activite´
est re´sistante a` la nucle´ase micrococcale. Ainsi, la partie prote´ique du complexe de la RNase P
de S. solfataricus est bien plus importante que dans le cas de H. volcanii qui ressemble plutoˆt
a` la RNase P bacte´rienne. Les composants prote´iques de ces deux enzymes ne sont pas connus.
La se´quence de la sous-unite´ ribonucle´ique de H. volcanii comprend 434 nucle´otides (Nieuw-
landt et al., 1991). Ce RNA est plus grand que celui de S. solfataricus qui n’a que 308 nucle´otides.
Cette diffe´rence de taille des RNA n’explique cependant pas les diffe´rences de densite´ et de sen-
sibilite´ a` la nucle´ase micrococcale des holoenzymes respectifs. Il est probable que l’holoenzyme
de S. solfataricus posse`de des particularite´s dues a` son caracte`re thermophile qui modifie sa
densite´ et lui confe`re une protection vis a` vis des nucle´ases (Nieuwlandt et al., 1991).
8.4 La RNase P des organelles
A` la fois les chloroplastes et les mitochondries des eucaryotes contiennent une activite´ RNase P.
Toutes les e´tudes mene´es jusqu’a` pre´sent ont montre´ de singulie`res diffe´rences par rapport au
prototype eubacte´rien dont elles devraient de´river. En effet, les chloroplastes de´rivent phy-
loge´ne´tiquement des cyanobacte´ries qui posse`dent une RNase P tout a` fait “normale”, alors
que les mitochondries sont issues des bacte´ries “α-pourpres”, le meˆme groupe phyloge´ne´tique
que E. coli.
L’enzyme du chloroplaste d’e´pinard a e´te´ particulie`rement bien e´tudie´ (Wang et al., 1988).
Cet enzyme clive de manie`re pre´cise les pre´curseurs de tRNA et libe`re les meˆmes produits que la
RNase P bacte´rienne. Contrairement a` celle-ci, elle posse`de une densite´ assez faible (1,28 g/ml)
et est re´sistante au traitement par la nucle´ase micrococcale (Wang et al., 1988). Ces observations
et l’absence de RNA qui co-purifierait avec l’activite´ de l’enzyme ont conduit Gegenheimer
et ses colle`gues a` e´mettre l’hypothe`se que la RNase P de chloroplaste ne contenait pas de
RNA. Cependant, les meˆmes conclusions auraient pu eˆtre tire´es de l’e´tude de la RNase P de
S. solfataricus si l’on n’avait pas de´couvert de RNA dans les fractions contenant l’activite´. Une
meilleure caracte´risation de l’enzyme de chloroplaste devra donc eˆtre entreprise avant de tirer
des conclusions de´finitives.
Au contraire, la RNase P mitochondriale contient clairement un RNA, aussi bien dans la
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levure que chez l’homme (Doersen et al., 1985). L’enzyme mitochondrial le mieux e´tudie´ est celui
de Saccharomyces cerevisiae. Son e´tude a e´te´ entreprise dans le laboratoire de Nancy Martin
(Universite´ de Louisville, USA) ainsi que dans le notre.
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1 Rappel des connaissances ante´rieures
Le DNA mitochondrial de Saccharomyces cerevisiae code pour l’ensemble des tRNA ne´cessaires
a` la synthe`se prote´ique mitochondriale et la structure et l’organisation de leurs ge`nes sont bien
e´tablies (Miller et al., 1979; Bos et al., 1979; Li & Tzagoloff, 1979; Nobrega & Tzagoloff, 1980;
Newman et al., 1980; Martin et al., 1980; Martin, 1980; Miller & Martin, 1981; Bordonne´, 1982).
La transcription des ge`nes mitochondriaux ge´ne`rent des transcrits polycistroniques de haut poids
mole´culaire qui contiennent de multiples tRNA soit seuls, soit associe´s avec des RNA messagers
ou ribosomiques. Les pre´curseurs de tRNA subissent ensuite plusieurs e´tapes de maturation
qui comprennent le clivage endonucle´olytique des se´quences situe´es en 5’ et en 3’ des tRNA,
l’addition du -CCA 3’ terminal, et la modification de certaines bases. Les tRNA mitochondriaux
peuvent eˆtre correctement transcrits et mature´s dans des souches de levure dont la synthe`se
prote´ique mitochondriale n’est plus fonctionnelle (Martin et al., 1976; Moritomo et al., 1979).
Ainsi, le ge´nome nucle´aire fournit l’ensemble des prote´ines ne´cessaires pour la biosynthe`se des
tRNA, mais, des expe´riences de ge´ne´tique re´alise´es dans le laboratoire de Nancy Martin
aux E´tats-Unis, ont montre´ que le ge´nome mitochondrial contribuait e´galement a` ce processus
(Martin & Underbrink-Lyon, 1981). Il a ainsi e´te´ montre´ qu’un ge`ne mitochondrial, situe´ entre
les ge`nes de tRNAMetf et tRNA
Pro, e´tait ne´cessaire pour la biosynthe`se de tRNA matures.
Ce ge`ne est appele´ “locus de synthe`se des tRNA” ou TSL (Underbrink-Lyon et al., 1983). Le
“locus de synthe`se des tRNA” a ensuite e´te´ caracte´rise´ par sa se´quence de DNA qui pre´sente la
particularite´ d’eˆtre tre`s riche en nucle´otides A+T avec l’insertion d’e´le´ments de se´quences riches
en G+C (Miller & Martin, 1983). Malgre´ la structure assez inhabituelle de ce ge`ne, celui-ci est
transcrit pour produire une mole´cule de RNA, appele´e RNA 9S dont la taille est estime´e a`
environ 450 nucle´otides. Des mutants de de´le´tion du DNA mitochondrial ou` cette re´gion est
manquante, accumulent les pre´curseurs de tRNA avec leur extension en 5’ (Frontali et al., 1982;
Martin et al., 1985; Underbrink-Lyon et al., 1983; Zassenhaus et al., 1984; Bordonne´ et al., 1987).
Ces re´sultats, base´s sur des expe´riences effectue´es in vivo, ont permis d’avancer l’hypothe`se que
le RNA 9S pouvait faire partie de la RNase P mitochondriale et c’est dans cette optique que
nous avons entrepris la caracte´risation biochimique de la RNase P mitochondriale de la levure
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Saccharomyces cerevisiae et l’e´tude de ses constituants.
2 Construction de pre´curseurs artificiels de tRNA mitochondriaux
La caracte´risation et l’e´tude biochimique d’enzymes de maturation des tRNA mitochondriaux
ne´cessitent de pouvoir disposer facilement de pre´curseurs de tRNA servant de substrats a` ces
enzymes. Ceci a e´te´ re´alise´, dans notre laboratoire, graˆce a` la me´thodologie de transcription in
vitro par la RNA polyme´rase du phage T7, apre`s clonage et mutage´ne`se dirige´e de ge`nes de
tRNA mitochondriaux.
Le choix du pre´curseur artificiel a e´te´ effectue´ selon deux crite`res:
1. sa structure doit eˆtre relativement stable, ce qui suppose une taille assez petite;
2. les produits de maturation obtenus doivent eˆtre aise´ment se´parables les uns des autres, de
manie`re a` faciliter leur caracte´risation.
2.1 Construction de pre´curseurs du tRNAAsp mitochondrial avec des extensions
5’ et 3’ ou une extension 5’ seule
Pour la de´tection de l’activite´ RNase P mitochondriale, nous avons utilise´ un vecteur de
transcription contenant le ge`ne mitochondrial du tRNAAsp flanque´ de ses extensions 5’ et 3’
naturelles (fig. III.4). La strate´gie de clonage de ce ge`ne est re´sume´e figure III.5. Le ge`ne de
ce tRNA, situe´ dans un fragment de restriction Sau3A de 0,62 kb (fig. III.6), a e´te´ clone´ dans
le site unique de restriction BamHI du vecteur pTZ19R, apre`s insertion d’une extension 5’ de
27 nucle´otides (ayant les se´quences de l’extension naturelle du tRNA) dans les sites HindIII –
BamHI du vecteur. La se´quence 3’-adjacente du ge`ne comporte un site de coupure SspI situe´
a` 54 nucle´otides de l’extre´mite´ 3’ du tRNA, pouvant eˆtre utilise´ pour couper le plasmide afin
d’obtenir un produit de transcription “run off” en pre´sence de la RNA polyme´rase du phage
T7. La transcription in vitro de ce ge`ne produit un pre´curseur du tRNAAsp (pre´-tRNAAsp5′−3′ )
(153 nucle´otides) posse´dant en plus de la se´quence du tRNA (72 nucle´otides), deux extensions,
l’une en 5’ de 27 nucle´otides et l’autre en 3’ de 54 nucle´otides. La transcription est effectue´e
en pre´sence de [α32P]-ATP, ce qui permet d’obtenir un pre´curseur radiomarque´ sur toute sa
longueur.
Base´e sur cette premie`re construction, nous avons construit un deuxie`me pre´curseur qui ne
posse`de que l’extension 5’ en plus du tRNA. Pour cela, nous avons introduit par mutage´ne`se
dirige´e un site de restriction TaqI au niveau de l’extre´mite´ 3’ du ge`ne du tRNAAsp par une
substitution T '( A du re´sidu en position+73. Ce site TaqI est ensuite utilise´ pour la transcription
“run off” du plasmide. L’avantage de ce transcrit est sa plus grande stabilite´ ainsi qu’une
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Figure III.4: Structure du pre´curseur de tRNAAsp (pre´-tRNAAsp5′−3′ ) posse´dant une
extension en 5’, mature´e par la RNase P, et une extension en 3’, mature´e par la
3’ pre´-tRNase, obtenu par transcription in vitro de son ge`ne (“run off” SspI)
meilleur efficacite´ de transcription. Dans notre e´tude de la RNase P, nous avons surtout utilise´
ce pre´curseur.
Le pre´curseur avec les extensions (5’ et 3’), nous a permis de de´tecter dans des fractions
prote´iques mitochondriales l’endonucle´ase qui mature les tRNA en 3’. Cependant, nous nous
sommes rapidement aperc¸us que cet enzyme, la 3’ pre´-tRNase, e´tait incapable de cliver de fac¸on
efficace ce substrat. Comme nous le verrons plus loin, une maturation efficace en 3’ des tRNA
mitochondriaux ne´cessite en fait la maturation pre´alable de l’extension 5’ par la RNase P.
C’est pourquoi, nous avons entrepris la construction d’un vecteur permettant d’obtenir un
pre´curseur de tRNAAsp ayant une extension 3’, mais de´pourvu d’extension 5’. D’autre part, les
tRNA mitochondriaux e´tant synthe´tise´s a` partir de pre´curseurs polycistroniques in vivo, il nous
a semble´ inte´ressant de construire un vecteur permettant d’obtenir un pre´curseur dime´rique afin
d’en e´tudier la maturation.
2.2 Construction d’un pre´curseur du tRNAAsp avec une extension 3’ seule
Pour construire un pre´curseur de´pourvu d’extension 5’ (pre´-tRNAAsp3′ ), nous avons utilise´
le ge`ne du tRNAAsp dans le fragment Sau3A–HpaII de 411 nucle´otides (fig. III.6). Il e´tait
inte´ressant d’utiliser ce ge`ne pour deux raisons:
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Figure III.5: Clonage du ge`ne du tRNAAsp de mitochondrie de la levure Saccharomyces
cerevisiae
Repre´sentation sche´matique de la strate´gie de clonage du ge`ne du tRNAAsp et de son extension 5’
naturelle dans le vecteur pTZ19R. La structure sche´matique des produits de transcription “run off” TaqI
et SspI est e´galement pre´cise´e.
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001 GGATCTGTAGCTTAATAGTAAAGTACCATTTTGTCATAATGGAGGATGTCAGTGCAAATCTGATTAGATTCGTAT
076 ATTAATACTTAATATAAAAAAATAAATAATAAAATATATATATTTAATAATATTTTTCTTTATTATAATAATATA
151 TAAAAATAAATAATAATCTTTTTTTTATTATTATATTTATTAATAATAAATTATTTTGTTATTATTATTAATTTA
226 TATTAATATTTTATATAAATTATTTATTTAATCTTTCATTATATATTTAATATATTATTAATATTAATTAATATT
301 TTATAATAAATAAATAAAATAAATATTTTAATATAATACTCCTTCGGGGTTCGGTTCCCCTCCCATTGATATGAT
376 ATAGGGAGGGGTCCCTCACTCCTTCGGGGTCCCCGCCGGGGCGGGGATTTCTTATTTTTATATTTATTAATAATA
451 ATTAATTTTTATATAAATTTATTATTTCTACAATATATTTATTACTATTATTTTTTAATAATCTTATATATAATA
526 TATAAAATATATATATATTATATATATATATAAATATAATATATATTATTATTATAAATATTTATAATCTTATTA
601 ATTAAATTATATTATATTATATTAGATC
Figure III.6: Se´quence du fragment de restriction Sau3A – Sau3A contenant le ge`ne
du tRNAAsp mitochondrial de levure
La se´quence du tRNAAsp est souligne´e. Les sites de restriction Sau3A sont surligne´s et le site HpaII en
position+411 est surligne´ et souligne´.
1. l’extre´mite´ 5’ terminale du ge`ne correspond au site Sau3A;
2. comme nous l’avons de´ja` fait remarquer, la se´quence adjacente a` l’extre´mite´ 3’ du ge`ne
comporte un site de coupure SspI, situe´ a` 54 nucle´otides en aval, pouvant eˆtre utilise´ pour
couper le plasmide afin d’obtenir un produit de transcription “run off” en pre´sence de la
T7 RNA polyme´rase.
Le promoteur de cette polyme´rase a e´te´ directement fusionne´ a` l’extre´mite´ 5’ du ge`ne de tRNAAsp
graˆce a` deux oligonucle´otides de synthe`se, A1 et A2, dont les se´quences sont comple´mentaires
et renferment celle du promoteur de la T7 RNA polyme´rase. La strate´gie de clonage dans le
vecteur M13 est re´sume´e figure III.7.
La forme double brin de ce vecteur a e´te´ pre´pare´e en grande quantite´, puis dige´re´e par SspI
pour produire par transcription “run off” un pre´curseur de tRNAAsp posse´dant uniquement
une extension en 3’. Celui-ci a alors e´te´ utilise´ comme substrat pour l’e´tude de l’activite´
endonucle´olytique en 3’ du tRNA, la 3’ pre´-tRNase.
2.3 Construction d’un pre´curseur de tRNA dime´rique
Elle a e´te´ re´alise´e a` partir d’un fragment HpaII de 510 paires de bases clone´ dans M13, contenant
les ge`nes de tRNALeu et de tRNAGln se´pare´s par 33 nucle´otides (fig. III.8 et fig. V.2, p. 224).
La se´quence adjacente a` l’extre´mite´ 3’ du ge`ne de tRNAGln comporte un site SspI pouvant
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Figure III.7: Construction du vecteur permettant la transcription “run off” du
pre´curseur de tRNAAsp posse´dant une extension en 3’
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001 ccggcccgccccgcggcgcccgaaggaggttcggtctggcattaattataataattatattaatattattattat
076 ttaatatattataatatatttatttatattttataatattaataattattttatatttaataaatataatatata
151 ttttatattttaataactatctaattaataGCTATTTTGGTGGAATTGGTAGACACGATACTCTTAAGATGTATT
226 ACTTTACAGTATGAAGGTTCAAGTCCTTTAAATAGCAATAAATATATATAATATATATAATATATATAAATGAGT
301 CGTAGACAATAGGTAAGTTACCAAAATTTGAGTTTGGAGTTTGTTTGTTCGAATCAAACCGATTCAAtattataa
376 tatatatattatttatatataaatatataattatactcctatttttatattaattaattaattaattaataatat
451 atgataatataaaaattattgaattattaactccttcggggtccgccccgcgggggcgggccgg
Figure III.8: Se´quence du fragment de restriction HpaII contenant les ge`nes des
tRNALeu et tRNAGln
Les sites de restriction HpaII situe´s aux deux extre´mite´s de la se´quence sont souligne´s. Les se´quences du
tRNALeu (nucle´otides 181 a` 262) et du tRNAGln (nucle´otides 296 a` 367) sont souligne´es et note´es en
caracte`res majuscules. La se´quence de 33 nucle´otides se´parant les deux tRNA est en majuscules.
eˆtre utilise´ pour obtenir un produit de transcription “run off”. Nous avons pour cela inse´re´ par
mutage´ne`se dirige´e, le promoteur de la RNA polyme´rase du phage T7 exactement au niveau de
l’extre´mite´ 5’ du ge`ne du tRNALeu. Ceci a e´te´ re´alise´ graˆce a` un oligonucle´otide de synthe`se
(oligo A3) comportant trois parties (fig. III.9):
• la premie`re est comple´mentaire a` la se´quence 5’ terminale du ge`ne de tRNALeu (partie
grise´e);
• la deuxie`me correspond a` la se´quence du promoteur T7 (partie en gras);
• la troisie`me est comple´mentaire a` une re´gion situe´e en amont du ge`ne de tRNALeu (partie
hachure´e).
Apre`s identification par se´quenc¸age, 80% des phages recombinants posse´daient le promo-
teur T7 a` la bonne position. La forme re´plicative de l’un d’entre eux a e´te´ pre´pare´e, nous
procurant le vecteur M13YDT7 (fig. III.10). Ce vecteur dige´re´ par SspI, permet d’obtenir par
transcription “run off” in vitro en pre´sence de T7 RNA polyme´rase, un pre´curseur de tRNA
dime´rique, utile a` l’e´tude de l’action a` la fois de la RNase P et de la 3’ pre´-tRNase.
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Figure III.10: Repre´sentation sche´matique de la structure du vecteur M13YDT7
permettant la transcription “run off” du pre´curseur dime´rique des tRNALeu –
tRNAGln
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Figure III.11: Structure du pre´curseur de tRNAAsp (pre´-tRNAAsp5′) posse´dant une
extension en 5’ seule, obtenu par transcription in vitro de son ge`ne (“run off” TaqI)
C. PURIFICATION ET CARACTE´RISATIONDE LA RNase P
1 Purification de l’enzyme
1.1 De´tection de l’activite´
L’activite´ de la RNase P a e´te´ mesure´e apre`s chaque e´tape de la purification en utilisant le pre´-
tRNAAsp5′ comme substrat (fig. III.11). Le clivage de ce pre´curseur radioactif (99 nucle´otides)
par la RNase P conduit a` deux fragments, l’un de 72 nucle´otides, le tRNA, et l’autre de
27 nucle´otides, l’extension 5’, facilement se´parables et identifiables apre`s e´lectrophore`se en
conditions de´naturantes sur gel de polyacrylamide 10% et autoradiographie.
Le pre´curseur de tRNA (environ 10000 cpm, soit 1 a` 2 pmoles) a e´te´ incube´ en pre´sence
de 10 pg a` 1 µg de prote´ines mitochondriales (selon le degre´ de purete´ de la RNase P) dans un
milieu re´actionnel (20 a` 50 µl) contenant Tris-HCl 50 mM pH 8, MgCl2 15 mM, NH4Cl 150 mM,
DTT 1 mM. Les incubations ont e´te´ effectue´es a` 33 ◦C durant 10 a` 30 min.
De´finition de l’activite´ de la RNase P mitochondriale : 1 unite´ (U) enzymatique
correspond a` la quantite´ d’enzyme ne´cessaire pour convertir 1 pmole de pre´curseur de tRNAAsp
en tRNA de taille mature en 1 min, dans les conditions re´actionnelles de´crites ci-dessus. L’activite´
spe´cifique de l’enzyme est exprime´e en U par mg de prote´ines mitochondriales.
1.2 E´tapes de la purification
L’incubation du pre´curseur de tRNAAsp en pre´sence d’un extrait brut mitochondrial a comme
conse´quence une de´gradation presque totale de ce substrat (re´sultat non montre´). En effet,
les extraits bruts mitochondriaux contiennent de tre`s nombreuses nucle´ases aspe´cifiques en
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grande quantite´ qui masquent l’activite´ de la RNase P. Le sche´ma de purification que nous
avons mis au point a eu pour premier objectif de de´barrasser l’extrait brut le plus rapide-
ment possible de ces nucle´ases aspe´cifiques. Dans ce but, nous avons teste´ diffe´rents types de
supports et de proce´de´s chromatographiques: gel filtration, e´changeurs d’ions et support de
pseudo-affinite´ tels que l’he´parine-ultrogel (IBF), le bleu-Sepharose (Pharmacia), l’agarose-5’-
(4-aminophe´nylphosphoryluridine)2’(3’) phosphate (Miles).
Le sche´ma de purification pre´sente´ dans la figure III.12 et dont chacune des e´tapes sera
de´crite de manie`re plus de´taille´e dans les paragraphes suivants, est celui qui nous a donne´ les
re´sultats les plus satisfaisants et le meilleur enrichissement de la RNase P. Il comprend, outre
la pre´paration de l’extrait brut mitochondrial, une pre´cipitation a` 85% de saturation en sulfate
d’ammonium, un fractionnement par gel filtration sur colonne de fractogel TSK HW-55 S, une
e´tape d’e´change d’ions sur une colonne de DEAE-cellulose, une e´tape de pseudo-affinite´ sur une
colonne d’he´parine-ultrogel, une deuxie`me e´tape d’e´change d’ions sur une colonne de DEAE-
TrisAcryl et une dernie`re e´tape de se´paration par centrifugation dans un gradient de glyce´rol
10% – 30%.
1.2.1 Obtention de l’extrait brut
Les cellules ont e´te´ re´colte´es en fin de phase exponentielle de croissance pour que le traitement par
la zymolyase (qui convertit les cellules en sphe´roplastes par digestion de la paroi cellulaire) soit
efficace. Apre`s lyse hypotonique des sphe´roplastes et e´limination des noyaux et de´bris cellulaires,
les mitochondries ont e´te´ purifie´es par plusieurs centrifugations diffe´rentielles. L’e´limination des
contaminants cellulaires est obtenue par centrifugation dans un gradient discontinu de saccharose
(voir chapitre II “Mate´riel et Me´thodes”, p. 51).
Les prote´ines solubles de la matrice sont extraites par une lyse hypotonique douce des
mitochondries en pre´sence d’un de´tergeant doux. Le gonflement des organelles est obtenu
par homoge´ne´isation des mitochondries congele´es dans le milieu hypotonique alors que la
rupture des membranes est obtenue par la soudaine de´sorganisation provoque´e par l’addition
du de´oxycholate. L’e´limination des complexes de haut poids mole´culaire ainsi que des aggre´gats
est re´alise´e par une e´tape de centrifugation a` 50000 × g. Le rendement typique que nous avons
obtenu est de 1280 mg de prote´ines mitochondriales a` partir de 500 g de cellules (poids humide).
L’extrait brut mitochondrial est ensuite concentre´ par pre´cipitation des prote´ines dans du sulfate
d’ammonium a` 85% de saturation. Cette e´tape qui n’e´limine que 10% des prote´ines est ne´cessaire
pour la premie`re e´tape de purification car elle permet la concentration de l’extrait brut pour
son de´poˆt sur la colonne de gel filtration.
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EXTRAIT  BRUT  MITOCHONDRIAL
PRÉCIPITÉ
10% -- 30%
 GRADIENT de GLYCÉROL
3' Pré-tRNASE
85%  (NH4)2SO4
FRACTIONS fractogel HW 55 S
gel filtration: fractogel HW 55 S
FRACTIONS 250 mM KCl -- DEAE-cellulose
DEAE-cellulose: élution par paliers
     (0,125 - 0,25 - 0,5 M KCl)
FRACTIONS 280 -- 350 mM KCl -- Héparine ultrogel
Héparine ultrogel: élution par gradient
          (0,125  -- 0,5 M KCl)
DEAE-TrisAcryl: élution par gradient
           (0,08  -- 0,35 M KCl)
FRACTIONS 150 -- 180 mM KCl -- DEAE-TrisAcryl
10% -- 30%
 GRADIENT de GLYCÉROL
RNase P
Figure III.12: Sche´ma de purification de la RNase P et de la 3’ pre´-tRNase
C. PURIFICATION ET CARACTE´RISATION DE LA RNase P 117
1.2.2 Chromatographie sur colonne de fractogel TSK HW-55 S
Apre`s pre´cipitation au sulfate d’ammonium, les prote´ines sont remises en solution dans 8 ml de
tampon HMGEDP (Hepes 25 mM pH 7,6, MgCl2 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 0,5 mM, PMSF
0,5 mM, glyce´rol 10%) contenant 0,5 M d’ure´e et 50 mM de KCl et applique´es sur une colonne
de fractogel TSK HW-55 S (2,4 × 80 cm) e´quilibre´e dans le meˆme tampon.
Sur ce support de gel filtration, la RNase P est e´lue´e dans un pic d’activite´ unique qui
repre´sente environ 1/3 du mate´riel charge´ (fractions 20 a` 40 fig. III.13 A). Cependant, nous
n’avons pas utilise´ les fractions 20 a` 23 pour l’e´tape de purification suivante car elles contiennent,
en plus de l’activite´ RNase P, des nucle´ases aspe´cifiques. Ceci entraˆıne une perte de 15% de
l’activite´ RNase P. En effet, comme on peut le constater sur le gel d’activite´ (fig. III.13 A),
dans ces trois fractions, l’extension 5’ ge´ne´re´e par le clivage du pre´curseur de tRNAAsp est tre`s
rapidement de´grade´e alors qu’elle reste intacte dans les autres fractions contenant de l’activite´.
Cette e´tape de purification qui apparaˆıt peu efficace lorsque l’on conside`re le gain d’activite´
spe´cifique, est extreˆmement importante pour la suite de la purification puisque, lorsqu’elle est
omise, le maintien de l’enzyme sous sa forme active pour une longue pe´riode est proble´matique.
Ainsi, cette e´tape est ne´cessaire a` l’e´limination des nucle´ases pre´sentes dans des complexes
multiprote´iques (ou aggre´gats) de grandes tailles.
1.2.3 Chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose
Les fractions 24 a` 40, repre´sentant environ 70 ml, sont rassemble´es, puis charge´es sur une colonne
de DEAE-cellulose (2,5 × 4 cm) pre´alablement e´quilibre´e dans le tampon HMGEDP KCl 50 mM.
Apre`s un lavage dans le meˆme tampon, l’e´lution des prote´ines retenues sur la colonne est effectue´e
par e´tapes dans le tampon HMGEDP contenant successivement 125 mM, 250 mM et 500 mM de
KCl (fig. III.13 B). L’activite´ RNase P est e´lue´e dans la fraction 250 mMKCl qui contient environ
10% des prote´ines de´pose´es sur la colonne. L’activite´ spe´cifique quant a` elle, est augmente´e
d’un facteur 11. Il est inte´ressant de noter que l’activite´ totale n’est pas significativement
diminue´e, cependant cette e´tape n’e´limine pas totalement les dernie`res nucle´ases aspe´cifiques
encore pre´sentes dans les fractions actives.
1.2.4 Chromatographie sur colonne d’he´parine-ultrogel
La colonne d’he´parine-ultrogel est charge´e a` une molarite´ de KCl de 125 mM. Pour modifier la
concentration en sels d’une solution, le moyen commode est la dialyse contre un tampon ayant
la concentration finale de´sire´e. Malheureusement, dans le cas qui nous inte´resse, ce moyen s’est
re´ve´le´ tre`s peu efficace car nous perdions une grande partie de l’activite´ de l’enzyme. Aussi,
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avons-nous dilue´ la fraction prote´ique avec le tampon enzyme HMGEDP ne contenant pas de
KCl afin de l’amener a` la concentration saline de´sire´e. Ainsi, les fractions de l’e´tape pre´ce´dente
sont rassemble´es, dilue´es deux fois dans le tampon HMGEDP, puis charge´es sur une colonne
d’he´parine-ultrogel A4R (1 × 4 cm). L’e´lution des prote´ines retenues est re´alise´e par application
d’un gradient line´aire de tampon de 125 mM a` 500 mM de KCl dans le meˆme tampon. La
RNase P est e´lue´e a` 280 mM de KCl (fig. III.13 C). Les fractions actives contiennent moins de
8% des prote´ines charge´es alors que l’activite´ spe´cifique ne croˆıt que de cinq fois environ. Cette
e´tape chromatographique a cause´ une perte de 61% de l’activite´ totale, sans doute par suite
d’une augmentation de la sensibilite´ de l’enzyme aux prote´ases et aux nucle´ases. Cependant,
cette e´tape de chromatographie d’affinite´ doit eˆtre maintenue dans les strate´gies de purification
de ribonucle´oprote´ines de par ses proprie´te´s de mimer le caracte`re poly-anionique des acides
nucle´iques permettant la re´tention de ce type de prote´ine sur la colonne.
1.2.5 Chromatographie sur colonne de DEAE-TrisAcryl
Les fractions contenant l’activite´ RNase P, apre`s dilution des sels jusqu’a` 80 mM de KCl, ont e´te´
charge´es sur une colonne de DEAE-TrisAcryl de 1,5 ml. L’e´lution est re´alise´e par un gradient
line´aire de 80 mM a` 350 mM de KCl (2 × 35 ml). La RNase P est e´lue´e entre 150 mM et 180 mM
de KCl dans le gradient line´aire (fig. III.13 D). Bien que les groupements e´changeurs d’ions soient
identiques a` ceux de la colonne de DEAE-cellulose, la molarite´ a` laquelle e´lue la RNase P est
plus faible. La raison en est une diminution des interactions hydrophobes de l’enzyme avec le
support chromatographique beaucoup plus inerte vis a` vis des prote´ines que la cellulose. Ainsi,
cette e´tape de purification n’e´limine-t-elle que 40 a` 50% des prote´ines a` la charge, mais la haute
re´solution de la matrice permet de se´parer des prote´ines distinctes durant la phase d’e´lution.
Apre`s cette dernie`re e´tape chromatographique, l’activite´ totale n’est plus que de 713 unite´s
soit une perte d’activite´ de 62% par rapport a` l’e´tape pre´ce´dente avec un gain d’activite´ spe´cifique
de 30%. L’analyse des fractions contenant l’activite´ RNase P sur gel de polyacrylamide-SDS et
coloration a` l’argent re´ve`le six a` huit polypeptides dont seulement un, d’une masse de 63 kDa, suit
parfaitement l’activite´ de l’enzyme (fig. III.14). D’apre`s le gel, ce polypeptide peut eˆtre estime´
a` une purete´ de l’ordre de 10% a` 20%, alors que l’activite´ spe´cifique de l’enzyme (1585 U/mg)
peut eˆtre conside´re´e comme e´leve´e. Apre`s ces quatre e´tapes chromatographiques, la RNase P a
e´te´ enrichie au moins 370 fois et apparaˆıt de´barrasse´e de toute contamination significative par
des prote´ases ou des nucle´ases aspe´cifiques. L’activite´ reste stable et l’enzyme peut eˆtre stocke´e
a` −20 ◦C dans du glyce´rol pendant plusieurs mois sans perte importante de l’activite´.
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Figure III.13: E´tapes chromatographiques de purification de la RNase P
Les concentrations en prote´ines des profils d’e´lution de chaque colonne ont e´te´ de´termine´es par dosage
selon Bradford, 1976. Chaque e´tape est suivie par un test de maturation du pre´curseur de tRNAAsp5′
avec les diffe´rentes fractions chromatographiques, dans les conditions de´crites au § 1.1, p. 114. Les produits
de re´action sont se´pare´s par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide de´naturant 10%, puis visualise´s par
autoradiographie du gel.
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A Gel filtration sur fractogel TSK HW-55 (S): L’extrait brut mitochondrial a e´te´ de´pose´
sur une colonne de fractogel TSK HW-55 (S) (vol.=360 ml - haut.=80 cm) et e´lue´ a` 18 ml/h dans le
tampon HMGEDP 0,5 M d’ure´e et 50 mM de KCl (fraction de 4 ml). Les fractions actives (24 a` 40: A)
ont e´te´ rassemble´es pour une chromatographie sur DEAE-cellulose. La position des marqueurs de taille est
repe´re´e par les fle`ches nume´rote´es: (1): bleu dextran 2000 kDa; (2): alcool de´shydroge´nase 150 kDa; (3):
se´rum albumine bovine (BSA) 66 kDa; (4): anhydrase carbonique 29 kDa; (5): cytochrome c 12,4 kDa.
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B Chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose: Les fractions actives, 24 a` 40, de
la fractogel TSK HW-55 (S) ont e´te´ charge´es sur une colonne de DEAE-cellulose (DE-52 - Whatman)
(vol.=20 ml) et lave´es dans le tampon HMGEDP 50 mM en KCl a` 20 ml/h (fractions de 15 ml). Les
prote´ines ont e´te´ e´lue´es par e´tapes a` 125 mM, 250 mM et 500 mM de KCl (fractions de 10 ml). Les
fractions actives (29 a` 31: B) sont de´tecte´es sur l’autoradiogramme du test de maturation.
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C Chromatographie sur colonne d’he´parine ultrogel A4R: Les fractions actives, 29 a` 31,
de la DEAE-cellulose ont e´te´ rassemble´es et dilue´es a` 125 mM KCl (dans le tampon HMGEDP) pour eˆtre
charge´es sur une colonne d’he´parine ultrogel (vol.=3 ml) et lave´es, a` 15 ml/h (fractions de 4 ml). Les
prote´ines sont e´lue´es par un gradient de 125 mM a` 500 mM de KCl (fractions de 2,1 ml).
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Colonne de DEAE-TrisAcryl
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D Chromatographie sur colonne de DEAE-TrisAcryl: Les fractions actives 21 a` 26: C
de l’he´parine ultrogel ont e´te´ dilue´es a` 80 mM de KCl et charge´es a` 9 ml/h sur une colonne de DEAE-
TrisAcryl (vol.=1,5 ml). Apre`s lavage (fractions de 5 ml), l’e´lution est re´alise´e par un gradient de 80 mM a`
350 mM KCl dans le tampon HMGEDP (fractions de 1,2 ml). La RNase P est localise´e dans les fractions
23 a` 29: D.
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Figure III.14: Se´paration des prote´ines de la colonne de DEAE-TrisAcryl sur gel de
polyacrylamide-SDS
40 µl des fractions 22, 25, 28, 33, 42, 45 de la colonne de DEAE-TrisAcryl ont e´te´ pre´cipite´s a` l’ace´tone-
HCl, puis de´pose´s sur le gel de polyacrylamide 12% de´naturant. Les bandes prote´iques sont re´ve´le´es par
coloration a` l’argent. Les marqueurs de poids mole´culaires sont: la myosine (205 kDa), la β-galactosidase
(116 kDa), la phophorylase b de muscle de rat (97,4 kDa/sous-unite´), la se´rum albumine bovine (BSA)
(66 kDa), l’ovalbumine (45 kDa), et l’anhydrase carbonique (29 kDa).
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E´tapes Prote´ines Activite´ spe´cifique Activite´ totale Enrichissement Rendement
mg unite´s /mg unite´s %
Extrait brut 1280 4,3 5600 1 100
Fractogel TSK HW-55 S 320 16 5200 3,7 93
DEAE-cellulose 22 221 4880 51 87
He´parine-ultrogel 1,56 1220 1903 284 34
DEAE-TrisAcryl 0,45 1585 713 369 13
Gradient de glyce´rol 0,02 16000 320 3720 5,7
Tableau III.1: Tableau de purification de la RNase P
1 unite´ (U) enzymatique est la quantite´ d’enzyme ne´cessaire pour convertir 1 pmole de pre´curseur de
tRNAAsp en tRNA de taille mature en 1 min, dans les conditions re´actionnelles optimales. L’activite´
spe´cifique de l’enzyme est exprime´e en U par mg de prote´ines mitochondriales.
1.3 Purification finale par centrifugation sur gradient de glyce´rol
La caracte´risation du composant prote´ique de la RNase P a pu eˆtre faite graˆce a` sa purification a`
homoge´ne´ite´ par se´dimentation de l’enzyme a` travers un gradient de glyce´rol 10% – 30%. 1 ml de
fraction active de la colonne de DEAE-TrisAcryl, est de´pose´ sur un gradient line´aire de glyce´rol
10% – 30% de 11 ml dans le tampon Tris-HCl 50 mM pH 8, MgCl2 5 mM, NH4Cl 100 mM,
DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM, puis centrifuge´ 18 h a` 38000 rpm a` 4 ◦C. L’activite´ de la RNase P
se retrouve dans les fractions 9 a` 12 (fig. III.15 A et B), et l’analyse des prote´ines pre´sentes dans
les fractions par e´lectrophore`se sur gel SDS, re´ve`le la pre´sence d’un seul polypeptide majeur
(fig. III.16) uniquement dans les quatre fractions posse´dant l’activite´ RNase P (fractions 9 a` 12).
La prote´ine est estime´e pure a` ≥ 95%. La masse mole´culaire apparente du polypeptide associe´ a`
l’activite´ de la RNase P est estime´e de l’ordre de 63 kDa . Aucune autre prote´ine (par exemple
un contaminant invisible) ne peut se substituer a` ce polypeptide, en effet, l’activite´ observe´e et
associe´e a` ce polypeptide est tout a` fait en rapport avec la quantite´ de ce polypeptide pre´sente
dans les fractions (200 µl de fraction pre´cipite´e a` l’ace´tone seulement ont e´te´ de´pose´s sur le
gel de prote´ines, alors que 5 µl ont e´te´ incube´s pendant 15 min avec 20000 cpm, 4 pmoles, de
pre´curseurs de tRNAAsp).
Les rendements des diffe´rentes e´tapes de la purification sont re´sume´s dans le tableau III.1.
Partant de 1280 mg de prote´ines de la matrice mitochondriale, nous avons abouti a` l’obtention
d’environ 20 µg d’enzyme pratiquement pur. Le degre´ de purification est supe´rieur a` 3720 fois
et le rendement peut eˆtre estime´ a` environ 5,7%. Il est a` noter que les valeurs du rendement
de purification sont tre`s certainement surestime´es car il nous a e´te´ impossible de de´terminer
l’activite´ totale dans l’extrait brut avec pre´cision du fait des contaminations importantes par
des nucle´ases aspe´cifiques qui entraˆınent une de´gradation extensive du pre´curseur de tRNA et des
produits de la re´action par la RNase P. La de´termination de l’activite´ totale dans l’extrait brut
est en fait une estimation moyenne de la maturation spe´cifique de l’extre´mite´ 5’ du pre´curseur
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Figure III.15: Dernie`re e´tape de purification de la RNase P mitochondriale
Gradient de glyce´rol re´alise´ sur 1 ml de la fraction 23 de la colonne de DEAE-TrisAcryl.
A Profil de concentration en prote´ines des diffe´rentes fractions (dosage selon la me´thode de Bradford
sur 100 µl de chaque fraction).
B Autoradiogramme du test de maturation en 5’ du pre´curseur de tRNAAsp5′ re´alise´ sur diffe´rentes
fractions du gradient: 5 µl de fraction ont e´te´ incube´s dans les conditions de´crites (§ 1.1, p. 114), pendant
15 min a` 33 ◦C.
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Figure III.16: Fractionnement des prote´ines des fractions de gradient de glyce´rol sur
gel de polyacrylamide 12%-SDS
L’activite´ de la RNase P est pre´sente dans les fractions 9 a` 13. 200 µl de chacune des fractions ont
e´te´ pre´cipite´s a` l’ace´tone-HCl pre´alablement a` leur de´poˆt sur le gel. Apre`s e´lectrophore`se, les bandes
prote´iques ont e´te´ re´ve´le´es par coloration a` l’argent.
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par la RNase P. En effet, la pre´sence d’exonucle´ases aspe´cifiques entraˆıne a` la fois, l’apparition
d’un exce´s de tRNA (car l’action des exonucle´ases 5’ → 3’ est sensiblement ralentie par la
structure compacte du tRNA), et, la disparition rapide de l’extension 5’ produite par l’action de
la RNase P. Ainsi, les mesures sont une moyenne de la disparition du pre´curseur et l’apparition
du tRNA et de l’extension 5’.
L’e´lectrophore`se de diffe´rentes fractions du gradient de glyce´rol sur gel de polyacrylamide
de´naturant a permis, apre`s coloration a` l’argent, la visualisation d’une bande quasiment unique
dans les quatres fractions actives, bande absente dans les autres pistes ou` ont e´te´ de´pose´es des
fractions inactives. Nous avons donc purifie´ la RNase P jusqu’a` une apparente homoge´ne´ite´. Ce
re´sultat nous a permis d’envisager l’e´tude des proprie´te´s enzymatiques et physiques de cette
prote´ine, et, dans le but de cloner son ge`ne, d’obtenir des anticorps.
2 Obtention d’anticorps spe´cifiques
Les anticorps contre le polypeptide de 63 kDa ont e´te´ produits selon le protocole de´crit par
Vaitukaitis (Vaitukaitis, 1981). Selon cet auteur, des anticorps ayant une haute affinite´ peuvent
eˆtre ge´ne´re´s graˆce a` l’administration intradermique a` de nombreux endroits chez l’animal de
faibles quantite´s d’immunoge`nes. Dans notre cas cette me´thode pre´sente un certain nombre
d’avantages car:
• la quantite´ d’enzyme pure disponible est tre`s faible;
• comme la quantite´ d’antige`ne ne´cessaire pour induire une re´ponse immunitaire de´pend de
son immunoge´nicite´ intrinse`que, il est peu probable dans notre cas que nous induisions
des anticorps dirige´s contre un contaminant e´tant donne´ la faible quantite´ de l’antige`ne
principal (ceci a e´te´ ve´rifie´ a posteriori);
• la forte affinite´, si ce n’est un titre e´leve´, des anticorps induits de cette manie`re nous
permettra des applications qui nous serons utiles pour la suite du travail.
Ainsi, deux lapins (Hector et Berlioz) provenant d’e´levages spe´cialise´s ont e´te´ immunise´s par
l’injection de 2 a` 5 µg du polypeptide de 63 kDa contenus dans une bande d’un gel pre´paratif
de polyacrylamide-SDS avec des injections de rappel apre`s quatre et huit semaines. Le titre et
l’affinite´ des diffe´rents se´ra ont e´te´ suivis par des me´thodes conventionelles (“Western blot”,
“dot blot”). La meilleure affinite´ a e´te´ obtenue huit a` dix semaines apre`s la premie`re injection.
Pour chaque animal, un se´rum pre´-immun de controˆle avait e´te´ pre´leve´.
Cette me´thode nous a donne´ les re´sultats que nous escomptions puisque les anticorps (HIII,
HIV, HV et HVI) que nous avons pu obtenir sont mono-spe´cifiques en de´tectant spe´cifiquement
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dans un extrait brut de levure le polypeptide de 63 kDa que nous avons identifie´ comme e´tant
le composant prote´ique de la RNase P mitochondriale de S. cerevisiae. Ce re´sultat de´montre
e´galement que le polypeptide de 63 kDa n’est pas un produit de de´gradation puisqu’il est pre´sent
aussi bien dans un extrait brut frais que dans les fractions purifie´es (fig. III.17). Le seuil de
de´tection des se´ra HIV, HV et HVI se situe aux alentours de 50 pg de prote´ine pure.
3 Proprie´te´s de la RNase P mitochondriale
3.1 De´termination de la masse apparente de l’enzyme native
En gel de polyacrylamide dans des conditions de´naturantes, le composant prote´ique de la
RNase P purifie´e se comporte comme un polypeptide unique de masse mole´culaire relative
d’environ Mr 63000 (fig. III.16 B). La masse mole´culaire de la prote´ine native a e´te´ de´termine´e
en utilisant le syste`me d’e´lectrophore`se rapide Phastsystem (Pharmacia) et des gels en gradient
de polyacrylamide 8–25% (Andrews, 1981) qui donnent en conditions natives des re´sultats d’une
grande reproductibilite´. Dans ces conditions, la migration des prote´ines globulaires (PM compris
entre 50000 et 750000) s’effectue selon une relation line´aire entre la distance de migration et le
logarithme du PM. Ainsi, un e´chantillon de RNase P purifie´e de´pose´ sur un gel de ce type migre
comme une prote´ine d’environ Mr 250000 comparativement aux marqueurs de poids mole´culaire
de´pose´s a` ses cote´s (fig. III.18). Ce re´sultat implique que la sous-unite´ prote´ique de la RNase P
mitochondriale doit eˆtre un te´trame`re du polypeptide de 63 kDa, tout en conside´rant, comme
nous le verrons plus loin (§ 1.1, p. 134) que la sous-unite´ ribonucle´ique, e´tant donne´ sa petite
taille, ne contribue que faiblement a` la migration de l’holoenzyme dans le gel.
3.2 De´termination des conditions optimales de la re´action
De´pendances aux cations divalents et monovalents La de´pendance aux diffe´rents ions
a e´te´ teste´e en faisant varier la concentration du parame`tre e´tudie´ dans le tampon de re´action,
alors que tous les autres parame`tres restaient invariables. La RNase P mitochondriale de levure
ne´cessite pour son activite´ a` la fois la pre´sence de cations monovalents et de cations divalents.
L’activite´ optimale se situe a` 20 mM MgCl2 dans 60 mM NH4Cl et a` 150 mM NH4Cl dans
20 mM MgCl2. Le calcium, e´galement teste´, a peu d’influence sur l’efficacite´, de la re´action alors
que le zinc entraˆıne rapidement une inhibition importante de la re´action.
Influences du pH et de la tempe´rature La RNase P mitochondriale de levure est peu
sensible aux variations de pH, l’enzyme restant active entre pH 5 et pH 11. Son activite´ optimale
est observe´e entre pH 8 et pH 9. La sensibilite´ a` la tempe´rature est bien plus e´leve´e puisqu’une
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Figure III.17: Immunode´tection des prote´ines de diverses fractions par “Western blot”
avec l’anticorps HIV
Piste 1: RNase P partiellement purifie´e (colonne de DEAE-TrisAcryl); Piste 2: Extrait brut de mito-
chondrie de levure de pre´paration ancienne (20 µg); Piste 3: Extrait brut de mitochondrie de levure
fraˆıchement pre´pare´ (10 µg); Piste 4: Extrait total de levure (50 µg); Piste 5: Extrait de noyau (20 µg);
Piste 5: Fraction active de RNase P de levure Kluyveromyces bulgaricus enrichie sur gradient de glyce´rol
10% – 30%. Les prote´ines ont e´te´ se´pare´es par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 12%-SDS et
transfe´re´es sur nitrocellulose.
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Figure III.18: De´termination de la masse mole´culaire apparente de la forme native de
la RNase P sur gel de polyacrylamide non de´naturant
L’e´lectrophore`se a e´te´ re´alise´e selon les conditions de´crites dans le manuel d’utilisation du syste`me
d’e´lectrophore`se rapide Pharmacia – Phastsystem. Le gel utili se´ est un gel en gradient d’acrylamide
de 8% a` 25%. Pistes 1 a` 4: Les prote´ines sont re´ve´le´es par coloration au bleu de coomassie. Pistes 5 et
6: Immuno-de´tection de la forme native de la RNase P graˆce aux anticorps anti-polypeptide de 63 kDa
(se´rum HIV).
Piste 1: BSA; Piste 2: β-amylase; Piste 3: Me´lange de BSA et de β-amylase; Piste 4: Fraction 26 de la
colonne de DEAE-TrisAcryl contenant l’activite´ de la RNase P; Pistes 5 et 6: Respectivement fractions 24
et 26 de la meˆme colonne.
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tempe´rature infe´rieure a` 25 ◦C inhibe totalement la re´action. A` 42 ◦C, l’activite´ est de´truite de
manie`re irre´versible. La tempe´rature optimale est 33 ◦C ou` l’enzyme reste active durant plusieurs
heures.
3.3 E´tude des parame`tres cine´tiques de la re´action
Nous avons re´alise´ des cine´tiques de clivage de l’extension 5’ du pre´curseur de tRNAAsp par la
RNase P, en pre´sence de quantite´s variables de substrat (10 ng a` 1 µg) et d’une quantite´ limitante
d’enzyme. Apre`s 5, 10 et 20 min d’incubation dans les conditions re´actionnelles optimales
(voir § 1.1, p. 114), les produits de la re´action ont e´te´ fractionne´s par e´lectrophore`se sur gel
de polyacrylamide 10% de´naturant, se´che´s et autoradiographie´s. L’estimation quantitative des
diffe´rents produits de la re´action (pre´curseur, tRNA, extension 5’) a e´te´ effectue´e par deux
me´thodes:
• analyse densitome´trique des autoradiogrammes;
• de´coupage des diffe´rentes bandes radioactives des gels se´che´s et comptage “Cerenkov”.
Les deux me´thodes nous ont donne´ des re´sultats comparables. Apre`s plusieurs se´ries de mesures
dans le but de re´duire les erreurs expe´rimentales, les valeurs obtenues ont e´te´ reporte´es sur un
diagramme de Lineveawer et Burk (fig. III.19), ce qui nous a permis de calculer un Km apparent
de 260 nM de la RNAse P pour le pre´curseur de tRNAAsp5′ . Cette valeur est comparable a` celle
de´termine´e pour la RNAse P de E. coli dont le Km apparent est de 400 a` 500 nM (Guerrier-
Takada et al., 1983) ou celle de Sulfolobus solfataricus (Darr et al., 1990) dont le Km pour le pre´-
tRNAAsp de Bacillus subtilis est de 250 nM ou celle de B. subtilis qui est de 200 nM. Cependant,
la similitude des valeurs de Km des RNase P de ces organismes n’indique pas ne´cessairement
que ces enzymes posse`dent des structures similaires.
3.4 Inactivation de la RNase P
La RNase P isole´e de diffe´rents organismes procaryotes (Gardiner & Pace, 1980; Kole et al., 1982;
Lawrence et al., 1987a) ou eucaryotes (Akaboshi et al., 1980; Kline et al., 1981; Doersen et al.,
1985) est une ribonucle´oprote´ine constitue´e d’un RNA et d’une ou plusieurs prote´ines. L’activite´
de la RNase P est de´pendante de l’inte´grite´ de ces deux composants. Afin de voir si la RNase P
mitochondriale de levure est e´galement un complexe ribonucle´oprote´ique, nous avons pre´-incube´
l’enzyme partiellement purifie´ en pre´sence, soit de nucle´ase micrococcale, soit de prote´inase K.
La nucle´ase micrococcale ne´cessite la pre´sence de calcium pour son activite´. La complexation
des ions Ca++ par l’EGTA rend cet enzyme inactif, ce qui permet de tester l’activite´ RNase P
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Figure III.19: De´termination du Km apparent de la RNase P pour le pre´curseur de
tRNAAsp5′ de mitochondrie de levure
sans de´truire le pre´curseur de tRNA. Le re´sultat de ces expe´riences et les conditions utilise´es
sont de´crites dans la figure III.20. Le traitement de la RNase P par la nucle´ase micrococcale
en pre´sence d’ions Ca++ inhibe la re´action de maturation du pre´curseur (piste 1), alors que
l’incubation pre´alable de la RNase P dans les meˆmes conditions mais en pre´sence d’EGTA,
n’affecte pas son activite´ (piste 2). La re´action est e´galement inhibe´e totalement par l’action de
la prote´inase K (piste 3). Ces re´sultats montrent que la RNase P mitochondriale ne´cessite pour
son activite´ la pre´sence simultane´e d’un composant ribonucle´ique et d’un composant prote´ique.
Ces re´sultats sont cependant a` nuancer. En effet, des essais d’inactivation par la nucle´ase
micrococcale effectue´s sur des fractions de RNase P pure et tre`s stable se sont re´ve´le´s ne´gatifs,
aucune inactivation n’ayant e´te´ constate´e. Nous avons alors conclu que le composant prote´ique,
sans doute pre´ponde´rant au sein du complexe, pouvait prote´ger efficacement le RNA de l’action
de la nucle´ase micrococcale. Des observations similaires ont e´te´ faites dans le cas des RNase P de
chloroplaste (Wang et al., 1988) et de Sulfolobus solfataricus (Darr et al., 1990) qui posse`dent
toutes les deux des densite´s faibles (1,27 g/ml) dans des gradients de sulfate de ce´sium. La
conclusion de ces re´sultats fut que ces enzymes n’e´taient pas des complexes ribonucle´oprote´iques.
Depuis lors, il a e´te´ montre´ que la RNase P de Sulfolobus solfataricus posse´dait bien un RNA
assez petit de 308 nucle´otides dont le composant prote´ique assure une protection efficace.
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Figure III.20: Inactivation de la RNase P par la nucle´ase micrococcale et la
prote´inase K
La RNase P d’une fraction partiellement purifie´e (colonne de DEAE-TrisAcryl) a e´te´ traite´e avec 10 U
de nucle´ase micrococcale en pre´sence de CaCl2 10 mM, avec ou sans EGTA, 30 min a` 37 ◦C. Elle a
e´galement e´te´ traite´e avec 0,5 µg de prote´inase K, 30 min a` 37 ◦C. Puis, le test de maturation a e´te´
effectue´ sur 15000 cpm de pre´curseur de tRNAAsp5′ .
Les pistes correspondent a`:
T1: Incubation du pre´curseur seul dans les conditions de maturation
T2: Incubation du pre´curseur avec 5 µl de RNase P
T3: Incubation du pre´curseur avec 10 U de nucle´ase micrococcale en pre´sence de CaCl2
1: Incubation du pre´curseur avec 5 µl de RNase P pre´alablement traite´e a` la nucle´ase micrococcale en
pre´sence de CaCl2, et en absence d’EGTA
2: Incubation du pre´curseur avec 5 µl de RNase P pre´alablement traite´e a` la nucle´ase micrococcale en
pre´sence de CaCl2 et d’EGTA
3: Incubation du pre´curseur avec 5 µl de RNase P traite´e a` la prote´inase K
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D. E´TUDE DES CONSTITUANTS DE LA RNase P MITO-
CHONDRIALE
1 Le RNA de la RNase P mitochondriale
Les expe´riences d’inactivation par la nucle´ase micrococcale nous ont permis de de´montrer
que la RNase P mitochondriale de levure ne´cessite la pre´sence d’un RNA essentiel pour son
activite´. Les expe´riences de ge´ne´tique utilisant des mutants de levure “petite”, mene´es dans
le laboratoire de Nancy Martin sugge`rent fortement que le RNA 9S mitochondrial est le
constituant ribonucle´ique de la RNase P mitochondriale de levure (voir § 1, p. 106). Disposant de
fractions de RNase P purifie´e, l’identification de son composant ribonucle´ique devenait possible
directement.
1.1 Identification du RNA pre´sent dans la RNase P
Dans le but d’identifier le (ou les) RNA pre´sent(s) dans la RNase P purifie´e, nous avons choisi
l’approche de leur extraction de l’enzyme et leur se´quenc¸age direct. Apre`s plusieurs tentatives
infructueuses d’isolement du RNA par un simple traitement des fractions prote´iques par du
phe´nol, nous avons fait pre´ce´der l’extraction du RNA par une digestion des prote´ines pre´sentes
dans les fractions par la prote´inase K. 1,5 ml de fractions actives provenant de la dernie`re
e´tape chromatographique (colonne de DEAE-TrisAcryl) et 1,5 ml de fractions ne contenant
pas l’activite´ de la RNase P ont ainsi e´te´ traite´s. Apre`s pre´cipitation alcoolique en pre´sence
de glycoge`ne (20 µg/ml) servant d’entraˆıneur, les RNA ainsi obtenus ont ensuite e´te´ marque´s
en 3’ par de l’[α32P]-pCp en pre´sence de T4 RNA ligase et se´pare´s par e´lectrophore`se sur gel
de polyacrylamide de´naturant. L’autoradiogramme (fig. III.21 A) re´ve`le trois bandes, note´es A,
B et C, uniquement pre´sentes dans la fraction contenant la RNase P. Le RNA de chacune
de ces bandes a e´te´ extrait du gel et se´quence´ par la me´thode chimique (Peattie, 1979).
Le gel de se´quence (fig. III.21 B) montre que ces trois fragments ont la meˆme se´quence, et
seule une he´te´roge´ne´ite´ de taille au niveau de leurs extre´mite´s 5’ les distingue. La se´quence
du fragment le plus long (fragment A) correspond aux 70 derniers nucle´otides du RNA 9S
mitochondrial (fig. III.22). Ce re´sultat est tre`s important car, comme aucune autre espe`ce de
RNA n’a pu eˆtre de´tecte´e, il sugge`re fortement que le RNA de la RNase P de´rive du RNA 9S
mitochondrial, que l’inte´grite´ de la mole´cule de RNA 9S n’est pas essentielle pour l’activite´
de la RNase P in vitro, que la RNase P mitochondriale ne contient pas d’autres RNA d’origine
mitochondriale ou nucle´aire que le RNA 9S. Par ailleurs, il faut noter que cette se´quence recouvre
une zone d’homologie de 15 nucle´otides conserve´e a` l’extre´mite´ 3’ de tous les RNA des RNase P
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bacte´riennes connues (James et al., 1988).
1.2 Le RNA 9S est de´grade´ au cours de la purification de la RNase P
La de´couverte que seul un petit fragment du RNA 9S e´tait suffisant pour maintenir l’activite´
catalytique de l’enzyme posait la question de savoir si ce fragment e´tait le re´sultat d’une e´tape de
maturation spe´cifique du RNA 9S entier, ou alors, celui-ci, e´tait-il de´grade´ au cours de la purifica-
tion de l’enzyme. Pour tester ces deux hypothe`ses, nous avons analyse´ par hybridation Northern
la distribution du RNA 9S a` diffe´rentes e´tapes de la purification en utilisant comme sondes des
oligonucle´otides comple´mentaires de quatre re´gions du RNA 9S. Deux des oligonucle´otides sont
comple´mentaires des deux blocs de se´quences conserve´es dans les RNA des RNase P bacte´riennes,
l’un est situe´ pre`s de l’extre´mite´ 5’ du RNA 9S (note´ oligo 5’: TTTATGACTTTCCTATT), et l’autre
est situe´ pre`s de l’extre´mite´ 3’ du RNA 9S (oligo 3’: TTAAGCATATTTCTGTAT). Les deux autres
oligonucle´otides sont comple´mentaires de deux re´gions situe´es a` proximite´ de la re´gion centrale
du RNA 9S (oligo 5’central: AGATAATATTTATCTTATAAAGA et oligo 3’central: AAGTTTTATTTTCATATT).
Le RNA a e´te´ extrait des fractions actives de diffe´rentes e´tapes de la purification de
la RNase P, se´pare´ par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 7%–8 M ure´e, transfe´re´
e´lectrophore´tiquement sur membrane de nylon charge´e (Zeta Probe), et enfin, hybride´. Les
re´sultats de l’hybridation avec les deux oligonucle´otides situe´s aux extre´mite´s 3’ et 5’ du RNA 9S
sont pre´sente´s dans la figure III.23. Dans des mitochondries fraˆıches (piste 1) les deux sondes
ne re´ve`lent qu’une seule bande de taille e´quivalente a` celle d’un transcrit in vitro du RNA 9S
(piste 2) de 433 nucle´otides (voir § 2.1, p. 140). Ceci de´montre que in vivo, le RNA 9S est
intact dans la mitochondrie. Par contre, lorsque l’extrait brut mitochondrial est incube´ dans
la glace pendant plusieurs heures, la fragmentation du RNA 9S a lieu rapidement (piste 3).
On note, de plus, la plus grande sensiblite´ de l’extre´mite´ 5’ a` l’action des nucle´ases, la sonde
comple´mentaire de cette extre´mite´ re´ve´lant beaucoup moins de fragments de de´gradation que la
sonde comple´mentaire de l’extre´mite´ 3’ dans l’extrait incube´ dans la glace. D’autre part, de`s la
premie`re e´tape de purification (colonne de fractogel HW-55 S) (piste 4), la sonde comple´mentaire
de l’extre´mite´ 5’ ne re´ve`le plus aucun RNA. Dans la dernie`re e´tape chromatographique (piste 5),
seule la sonde comple´mentaire de l’extre´mite´ 3’ permet la de´tection d’un fragment de RNA, de
petite taille. Ce RNA, de´ja` de´tecte´ dans l’extrait brut incube´ dans la glace (piste 3), peut
eˆtre compare´ a` celui que nous avons caracte´rise´ par se´quenc¸age direct du RNA. Les sondes
comple´mentaires aux re´gions centrales du RNA 9S (re´sultats non montre´s) pre´sentent des profils
d’hybridation comparables a` celui observe´ pour la sonde situe´e pre`s de l’extre´mite´ 5’. Aucune
de ces sondes ne permet la de´tection d’un RNA dans la dernie`re e´tape de la purification.
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Figure III.21: Analyse du RNA pre´sent dans les fractions actives de RNase P
A Marquage du RNA extrait d’une fraction active (1,5 ml) (piste 1) et non active (piste 2) de la colonne
de DEAE-TrisAcryl. Se´paration des fragments radiomarque´s sur gel de polyacrylamide 7% de´naturant.
B Se´quenc¸age des trois fragments A, B et C par la me´thode chimique de Peattie. Les produits des
re´actions ont e´te´ se´pare´s par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 15% de´naturant.
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001 UUAAAUAAUAUAUUAAUUUUUAAUUAAUUUGAAUAAGAUAUUUAUAUUAUUAAU AGGAAAGUCAU AAAUAUAUAA
076 AUUAUAUUAUAUAAUUAAUAUAAUAAUAAAAUAAAUUAUAUAUUUUAUUUAUAAUAUUAUUUCUUUAUAAGAUAA
151 AUAUUAUCUAAUAAUAUUUAUAAAGAAAUAUAUAUAUAUAUAAAAAGUCAUUAUAUAAAUUUAAUUAUAAUUUAA
226 AUAAAUUUUAUAUAAAUUAAUAUAAUAUUAAUAAAGUAAUUAGUAUAAAUAAAUAAUAUGAAAAUAAAACUUAAU
301 AAAUAUAUAAAUAUAGUCCGGCCCGCCCCGCGGGCGGACCCCGCAGGAGUCCAUAUAUAUAUAUUAAUAAAAAAA
376 AGUAAUAUAUAUAUAUAUAUUGGAAUAGUUAUAUUAUUAU ACAGAAAUAUGCUUA AUUAUAAUAUAAUAUCCAUA
Figure III.22: Se´quence du RNA de la RNase P mitochondriale de la levure Saccha-
romyces cerevisiae
Les nucle´otides souligne´s pre´cisent la se´quence du fragment du RNA 9S isole´ de la RNase P purifie´e.
Les motifs conserve´s dans les RNA de RNase P bacte´riennes sont indique´s en caracte`res plus petits et
entoure´s d’un rectangle.
Cette expe´rience de´montre que, au cours des diffe´rentes e´tapes de la purification, le RNA 9S
est tre`s rapidement de´grade´. Malgre´ cette de´gradation, on ne note pratiquement pas de perte de
l’activite´ de la RNase P et, dans tous les cas, s’il y a perte d’activite´ elle n’est absolument pas en
rapport (et donc ne lui est directement pas imputable) avec l’e´tendue de la de´gradation du RNA.
Cependant, l’activite´ de la RNase P semble fortement lie´e a` la pre´sence dans l’enzyme du RNA
correspondant aux 70 derniers nucle´otides du RNA 9S comme le confirment les expe´riences
d’inactivation a` la nucle´ase micrococcale. Ce fragment de RNA est de toute e´vidence plus
re´sistant aux nucle´ases que le reste de la mole´cule, et doit faire l’objet d’une protection efficace
de la part du composant prote´ique puisqu’aucun fragment plus petit n’a pu eˆtre observe´ avec
cette meˆme sonde. Est-ce que d’autres fragments du RNA 9S sont pre´sents dans l’enzyme
purifie´? Nous pensons que cela est peu probable. En effet, si cela e´tait le cas, ces fragments
de RNA devraient posse´der des tailles extreˆmement re´duites (infe´rieures a` 15 nucle´otides) pour
eˆtre inde´tectables par les me´thodes d’investigation que nous avons employe´es. Nos re´sultats
posent alors la question du roˆle du RNA dans l’enzyme de mitochondrie de levure. Si la fonction
catalytique du RNA est maintenue, nous avons de bonnes raisons de penser que le fragment isole´
de l’enzyme actif puisse contenir le centre catalytique de l’enzyme. L’inte´grite´ de la mole´cule de
RNA est certainement indispensable au cours de l’assemblage du complexe ribonucle´oprote´ique
pour former une structure active. Il est ensuite possible que cette structure ne soit plus exigente
vis a` vis de l’inte´grite´ de son RNA et que la partie ne´cessaire a` l’activite´ du RNA soit implique´e
dans une structure particulie`rement stable dans la prote´ine.
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Figure III.23: Analyse “Northern” du RNA pre´sent dans les fractions actives de
diffe´rentes e´tapes de la purification de la RNase P
Les RNA extraits des fractions prote´iques ont e´te´ fractionne´s par e´lectrophore`se sur gel de poly-
acrylamide 7% de´naturant, transfe´re´s e´lectrophore´tiquement sur membrane de nylon (“Zeta probe”),
puis re´ve´le´s par hybridation en A avec l’oligonucle´otide 3’ (TTAAGCATATTTCTGTAT), en B avec
l’oligonucle´otide 5’ (TTTATGACTTTCCTATT). Les deux oligonucle´otides sont marque´s par phosphoryla-
tion de leur extre´mite´ 5’ avec du 32P.
Les pistes correspondent a`:
1: RNA extrait de mitochondries fraˆıchement pre´pare´es de la levure SM202
2: RNA 9S (433 nucle´otides) (15 ng) obtenu par transcription in vitro de son ge`ne
3: RNA d’un extrait prote´ique mitochondrial incube´ dans la glace
4: RNA d’une fraction active de RNase P de la colonne fractogel HW-55 (S)
5: RNA d’une fraction active (0,15 M KCl) de RNase P de la colonne de DEAE-TrisAcryl
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1.3 Essais d’inactivation de la RNase P par hybridation d’oligonucle´otides anti-
sens
Dans le but d’identifier, les e´le´ments de se´quence du RNA 9S implique´s directement dans la
reconnaissance ou la catalyse du pre´curseur de tRNA, nous avons tente´ d’inactiver la RNase P
graˆce a` des oligonucle´otides anti-sens comple´mentaires a` diffe´rentes re´gions du RNA 9S (les
oligonucle´otides utilise´s sont ceux qui nous ont servis lors de l’identification du RNA 9S par
hybridation Northern — voir § 1.2, p. 135). En effet, la cre´ation d’un hybride RNA-DNA stable
dans une partie de la mole´cule de RNA 9S implique´e dans une fonction “vitale” de l’enzyme
devrait entraˆıner son inactivation. Dans la pratique, nous avons proce´de´ de la fac¸on suivante: une
premie`re incubation a e´te´ re´alise´e en mettant en pre´sence 4 µl de fraction active dans le tampon
Tris-HCl 50 mM pH 8, NH4Cl 150 mM avec des concentrations croissantes d’oligonucle´otides
(5, 10, 20, 40 µM) dans la glace pendant 15 min. L’hybridation de l’oligonucle´otide avec le RNA
a lieu normalement pendant ce temps. Le pre´curseur (15000 cpm) et le MgCl2 (20 mMfinal)
sont ajoute´s et le me´lange est incube´ 30 min a` 25 ou 30 ◦C. Aucune inactivation de la RNase P
n’est observe´e (re´sultats non montre´s) pour les concentrations 5, 10, 20 µM avec aucun des
oligonucle´otides. A` partir de 40 µM, on note une certaine inhibition de l’enzyme, mais celle-
ci n’est pas du tout particulie`re a` la se´quence de l’oligonucle´otide, puisque un oligonucle´otide
aspe´cifique (amorce M13), a` la meˆme concentration, produit un effet similaire. Initialement,
nous avions interpre´te´ la faible inactivation que nous observions par une stabilite´ trop faible
de l’hybride RNA-DNA, aussi, pre´alablement a` l’addition du pre´curseur de tRNA, avons-nous
rajoute´ dans le milieu 1 a` 2 unite´s de RNase H qui a la proprie´te´ de dige´rer spe´cifiquement
les hybrides forme´s de RNA et de DNA. Ce traitement n’a cependant rien change´ au re´sultat
de l’expe´rience, aucune inactivation notable n’ayant pu eˆtre constate´e. Ce re´sultat corre`le tout
a` fait les expe´riences d’inactivation par la nucle´ase micrococcale, ainsi que les expe´riences de
caracte´risation du RNA dans la RNase P ou`, dans un cas, nous avions des difficulte´s a` inactiver
l’enzyme, et dans l’autre, seul un petit fragment du RNA restait prote´ge´ dans l’enzyme active
apre`s les diffe´rentes e´tapes de la purification. Il semble donc que l’acce`s de la mole´cule de RNA
a` des mole´cules e´trange`res comme des nucle´ases ou des oligonucle´otides, soit contrecarre´e par le
composant prote´ique. Seuls les pre´curseurs de tRNA pourraient atteindre le cœur de l’enzyme,
peut eˆtre a` la faveur de changements conformationnels importants.
2 Analyse fonctionnelle du RNA 9S transcrit in vitro
La purification de la RNase P mitochondriale de levure, nous a permis d’isoler le RNA 9S de
fractions actives et de faire la de´monstration qu’il e´tait effectivement le constituant ribonucle´ique
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de l’enzyme. Afin d’e´lucider son roˆle au sein du complexe ribonucle´oprote´ique et notamment de
savoir s’il a conserve´ les proprie´te´s catalytiques de ribozyme comme les RNA des RNase P
bacte´riennes, nous devions disposer d’une quantite´ appre´ciable de RNA 9S pour effectuer les
expe´riences (activite´ ribozyme; reconstitution de la RNase P active) qui devaient permettre
d’apporter les arguments fonctionnels du roˆle de ce RNA dans la RNase P mitochondriale. Pour
cela, nous avons clone´ le ge`ne du RNA 9S en aval d’un promoteur de la RNA polyme´rase du
phage T7 afin de pouvoir le produire en grande quantite´ par transcription in vitro. Ce travail a
e´te´ re´alise´ en collaboration avec Michael Alt dans notre laboratoire.
2.1 Clonage du ge`ne du RNA 9S
La me´thode de clonage du ge`ne du RNA 9S mitochondrial que nous avons employe´e permet
d’inse´rer un fragment quelconque de DNA de se´quence connue dans un vecteur de clonage en face
d’un promoteur T7 dont la position par rapport au ge`ne peut eˆtre exactement de´termine´e (Krupp
& So¨ll, 1987). Les diffe´rentes e´tapes de cette strate´gie de clonage sont re´sume´es figure III.24.
Cette me´thode permet de de´limiter de manie`re tre`s pre´cise la partie du ge`ne qui sera transcrite.
Elle fait appel a` plusieurs oligonucle´otides dont deux seulement sont spe´cifiques du DNA a`
cloner, ceux-ci de´limitant les bornes 5’ (graˆce a` l’oligonucle´otide d’adaptation comple´mentaire
de l’extre´mite´ 5’ du ge`ne du RNA 9S) (fig. III.25 A) et 3’ (graˆce a` oligonucle´otide de terminaison
comple´mentaire de l’extre´mite´ 3’ du ge`ne du RNA 9S) du fragment de DNA. Les autres
oligonucle´otides comprennent: un oligonucle´otide, capable de former une structure en e´pingle
a` cheveux, contenant la se´quence du promoteur de la T7 RNA polyme´rase ainsi qu’un site de
reconnaissance de l’enzyme de restriction PstI. En re´alite´, la se´quence du promoteur T7 est a`
cheval sur cet oligonucle´otide et sur l’oligonucle´otide d’adaptation permettant leur hybridation
(fig. III.25 A); un oligonucle´otide comple´mentaire a` la se´quence promotrice T7 (oligonucle´otide
re´verse) qui servira a` la synthe`se du brin non codant du ge`ne du RNA 9S.
Dans un premier temps, tous les oligonucle´otides sont phosphoryle´s en 5’. D’autre part,
l’extre´mite´ 3’ de l’oligonucle´otide contenant le promoteur et le site de restriction PstI est bloque´e
par l’addition d’une dide´oxyade´nosine graˆce a` la 3’ nucle´otidyl-transfe´rase (fig. III.25 B). Celui-
ci est ensuite hybride´ et ligue´ a` l’oligonucle´otide d’adaptation pour former un oligonucle´otide
hybride d’initiation spe´cifique. Les oligonucle´otides d’initiation et de terminaison sont hybride´s
au brin non codant du ge`ne du RNA 9S clone´ dans le vecteur M13 sous forme simple brin.
L’addition de Klenow et de ligase permet de synthe´tiser le brin codant en utilisant comme matrice
le brin non codant du ge`ne du RNA 9S et comme amorce, l’oligonucle´otide de terminaison.
Apre`s digestion de l’oligonucle´otide d’initiation par l’enzyme PstI, le brin ne´osynthe´tise´ est isole´
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par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide de´naturant. Apre`s extraction et purification du
fragment simple brin, l’oligonucle´otide re´verse est hybride´ (cela reconstitue un demi-site PstI)
et le brin non codant est synthe´tise´ en pre´sence de re´verse transcriptase. Le fragment double
brin est finalement clone´ dans les sites PstI × SmaI du vecteur M13 mp18. Un se´quenc¸age du
DNA de ce fragment a permis de confirmer l’inte´grite´ du ge`ne du RNA 9S de 433 nucle´otides et
la pre´sence du promoteur T7 a` la position voulue. Le RNA 9S est produit par transcription in
vitro par “run off” SacI du vecteur pMAS 9S.
2.2 Analyse de l’activite´ ribozyme du RNA 9S
Chez les eubacte´ries, l’e´le´ment catalytique de la RNase P est le RNA. Il a e´te´ de´montre´ que
dans des conditions de forte salinite´ (concentrations en NH4Cl et MgCl2 e´leve´es), le RNA est
capable de catalyser la re´action de maturation en l’absence de toute prote´ine (Guerrier-Takada
et al., 1983). Les conditions d’activite´ in vitro de ces RNA seuls ont e´te´ les mieux e´tablies pour
les RNA des RNase P de E. coli (Guerrier-Takada et al., 1983; Guerrier-Takada et al., 1986;
Nichols & Schmidt, 1988), de B. subtilis (Gardiner et al., 1985). La de´couverte de nouveaux
RNA dans divers groupes de bacte´ries a confirme´ l’universalite´ de cette fonction de ribozyme
chez les bacte´ries malgre´ une diversite´ importante des se´quences de ces RNA. Par contre, aucun
des RNA des RNase P d’eucaryotes n’a pu eˆtre montre´ comme e´tant capable de fonctionner in
vitro en l’absence de prote´ine.
Les conditions d’activite´ in vitro du RNA M1 d’E. coli ont e´te´ de´crites en de´tails (Guerrier-
Takada et al., 1983; Guerrier-Takada et al., 1986). En voici un re´sume´: il est actif dans un
milieu contenant MgCl2 60 mM, NH4Cl 100 mM, glyce´rol 5% (Guerrier-Takada et al., 1983).
La pre´sence d’ions Mg++ est indispensable a` l’activite´, il ne peut eˆtre substitue´ par aucun
autre cation divalent. Les ions me´talliques de transition Co++, Fe++, Ni++, et Zn++, sont des
inhibiteurs de la re´action meˆme en pre´sence de fortes concentrations de Mg++. Les ions Ca++,
Sr++, et Mn++ peuvent pre´server les proprie´te´s structurales du RNA M1 et du pre´curseur
de tRNA sans pouvoir se substituer au Mg++ qui semble indispensable au fonctionnement du
centre catalytique. Les cations monovalents (NH4+) posse`dent un effet activateur de la vitesse
de re´action. Cet effet de´pend de la concentration lorsque celle-ci est comprise entre 0,1 M et 2 M.
Les polyamines, comme la spermidine sont capables de stimuler fortement la re´action: 1 mM de
spermidine permet de descendre la concentration de Mg++ a` 10 mM, de meˆme que la pre´sence
de 5% PEG qui stimulent la re´action d’un facteur 10 × dans un milieu contenant 100 mM
Mg++. E´thanol a` 10% stimule la re´action d’un facteur 2 × alors que l’e´thanol a` 30% l’inhibe
totalement. La spe´cificite´ de la re´action catalyse´e par le RNA M1 reste inchange´e quelque soit
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Figure III.24: Clonage du ge`ne du RNA 9S selon la me´thode de Krupp et So¨ll, 1987
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Figure III.25: Clonage du ge`ne du RNA 9S
A Se´quences des oligonucle´otides ne´cessaires pour le clonage du RNA 9S par la me´thode de Krupp et
So¨ll, 1987.
B Construction de l’oligonucle´otide d’initiation a` partir d’un oligonucle´otide universel contenant la
se´quence du promoteur T7 et d’un oligonucle´otide spe´cifique de l’extre´mite´ 5’ du ge`ne a` cloner.
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les conditions re´actionnelles. Le P-RNA de l’enzyme de B. subtilis posse`de un comportement
tre`s similaire a` celui du RNA M1 de E. coli.
L’activite´ catalytique du RNA 9S a e´te´ teste´e sur la base des conditions d’activite´ du RNA
des RNase P d’E. coli et de B. subtilis. Le RNA 9S est produit par transcription in vitro de son
ge`ne apre`s line´arisation du vecteur pMA9S par l’enzyme de restriction SacI. Apre`s se´paration
des produits de la re´action par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide de´naturant, le RNA 9S
est extrait du gel, puis purifie´ par extraction phe´nolique et pre´cipitation alcoolique. Les essais de
maturation sont re´alise´s de la manie`re suivante: 5 a` 20 ng de RNA 9S sont incube´s en pre´sence
de 10000 cpm de pre´curseur de tRNAAsp dans les conditions de tampon de´finies ci-apre`s. Les
produits de la re´action sont se´pare´s par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 10%-8 M ure´e.
Le clivage du pre´curseur de tRNAAsp (99 nucle´otides) par la RNase P mitochondriale de levure
libe`re le tRNAAsp (72 nucle´otides) et l’extension 5’ (27 nucle´otides). Les conditions d’incubation
que nous avons employe´es sont de´crites dans le tableau III.2.
Les premiers essais ont e´te´ re´alise´s en associant des concentrations variables de MgCl2 (de 50
a` 300 mM) avec des concentrations variables de NH4Cl (de 50 a` 2000 mM) dans les conditions
physico-chimiques de´crites dans la le´gende du tableau. Ces conditions se sont toutes re´ve´le´es
incapables de promouvoir une quelconque activite´ de ribozyme du RNA 9S. Ni le glyce´rol, ni
l’e´thanol, ni le PEG ou la spermidine associe´s avec l’ensemble de la gamme de concentrations
en MgCl2 et NH4Cl n’ont permis la mise en e´vidence de la moindre activite´. Le remplacement
du Mg++ par les ions Mn++, Ca++, Co++, Mo6+, Zn++ et Pb++ aux concentrations pre´cise´es
dans le tableau associe´es a` du NH4Cl n’a pas donne´ plus de re´sultat, pas plus que l’addition
de de´tergents (NP40 ou N-Lauroyl Sarcosine) ou de dextran sulfate souvent employe´ lors des
expe´riences d’hybridation des acides nucle´iques.
Le RNA 9S pre´sente une se´quence extreˆmement riche en nucle´otides A+T, aussi nous nous
sommes demande´s si ce n’e´tait pas la` une des raisons de l’e´chec de la mise en e´vidence de
l’activite´ ribozyme du RNA 9S. En effet, la stabilite´ thermodynamique des structures secondaires
et tertiaires des RNA depend beaucoup de la composition en nucle´otides et de la possibilite´ de
faire des appariements G≡C. Il est donc possible que le RNA ne soit pas dans sa conformation
active lors des diffe´rents tests. C’est pourquoi nous avons re´ite´re´ ces essais en faisant subir au
RNA une e´tape de renaturation qui devait favoriser son repliement correct: le RNA 9S en solution
dans l’eau a d’abord e´te´ de´nature´ par chauffage pendant 10 min a` 65 ◦C, puis 10 mMfinal MgCl2,
10 mMfinal NH4Cl, et 20 mMfinal Tris-HCl pH 7,6 ont e´te´ ajoute´s, l’incubation a e´te´ poursuivie
5 min a` la meˆme tempe´rature. Le RNA est ensuite renature´ en diminuant progressivement
la tempe´rature du milieu d’incubation jusqu’a` tempe´rature ambiante. Malheureusement, ce
traitement pre´alable du RNA 9S n’a pas permis d’aboutir au re´sultat escompte´, aucune activite´
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Concentrations en mM
MgCl2 NH4Cl Autres ions Substances diverses Maturation
50 50 non
50 100 non
100 200 non
100 500 non
200 1000 non
300 2000 non
100 100 Gly. 5% non
100 100 Gly. 10% non
100 600 EtOH 20% non
100 600 PEG 5% non
100 600 PEG 10% non
100 600 Spe. 1 mM non
100 600 Spe. 5 mM non
100 600 NP40 0,05% non
100 600 NP40 0,1% non
300 1500 PEG 5% non
300 1500 PEG 10% non
300 1500 Spe. 1 mM non
300 1500 Spe. 5 mM non
300 1500 NP40 0,05% non
300 1500 NP40 0,1% non
300 1500 PEG 10% non
100 Mn++ 80 non
1000 Mn++ 80 non
100 Ca++ 100 non
1000 Ca++ 100 non
100 Co++ 80 non
1000 Co++ 80 non
100 Mo6+ 80 non
1000 Mo6+ 80 non
100 Zn++ 80 non
1000 Zn++ 80 non
100 Pb++ 0,01 non
1000 Pb++ 0,01 non
50 100 Dex. 10% non
100 250 Dex. 10% non
200 750 Dex. 10% non
50 100 Laur. 1% non
100 250 Laur. 1% non
200 750 Laur. 1% non
Tableau III.2: Effet de la concentration de divers ions et substances sur l’activite´ du
RNA 9S in vitro
5 a` 20 ng de RNA 9S transcrit in vitro sont incube´s avec le pre´curseur de tRNAAsp a` 37 ◦C dans le
tampon contenant 50 mM Tris-HCl pH 7,6 et, les divers ions et substances aux concentrations spe´cifie´es
dans le tableau ci-dessus, pendant 4 heures. A` la fin de la re´action, 4 µg de tRNA total de E. coli sont
rajoute´s au milieu d’incubation. Apre`s extraction phe´nolique et pre´cipitation alcoolique, les RNA sont
de´nature´s et se´pare´s par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 10% - 8 M ure´e, puis autoradiographie´s.
Abre´viations: Gly.: Glyce´rol; EtOH: E´thanol; PEG: Polye´thyle`neglycol 6000; Spe.: Spermidine; NP40:
Nonidet P-40; Dex.: sulfate de dextran; Laur.; N-Lauroyl-Sarcosine
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de maturation n’a e´te´ observe´e.
Les dernie`res conditions que nous avons teste´es ont e´te´ d’utiliser directement le milieu de
transcription du RNA 9S dans l’espoir que le RNA pouvait prendre sa conformation active au
cours de sa synthe`se lors de la transcription. Nous l’avons incube´ en pre´sence du pre´curseur du
tRNAAsp dans les meˆmes conditions a` 37 ◦C pendant 90 min. Aucune maturation du pre´curseur
n’a e´te´ observe´e.
La conclusion qui s’impose a` ces re´sultats, bien que nous ne soyons pas suˆr d’avoir explore´
toutes les conditions d’activite´ possibles, est que le RNA 9S n’est pas capable de catalyser
la maturation du pre´curseur du tRNAAsp in vitro en l’absence de prote´ine. Cela ne veut
e´videmment pas dire qu’il ne prend pas part de manie`re active a` la re´action catalytique au
sein de l’holoenzyme, mais il est e´vident que la prote´ine est un composant indispensable pour
l’activite´ de la RNase P mitochondriale.
Le proble`me du roˆle du RNA 9S dans la catalyse reste entier. Posse`de-t-il dans sa struc-
ture le centre catalytique de la RNase P? Re´pondre par la ne´gative reviendrait a` rejeter les
travaux effectue´s sur les RNAse P procaryotes. Dans ce cas la`, le composant prote´ique aurait
ne´cessairement acquis cette fonction et on pourrait se demander pourquoi le RNA a-t-il e´te´
maintenu au cours de l’e´volution au sein de la RNase P? Une hypothe`se plus probable serait que
le RNA ayant garde´ son roˆle dans la catalyse enzymatique aurait par contre perdu la fonction de
reconnaissance du substrat au profit de la partie prote´ique de la RNase P. Pour de´montrer, l’une
ou l’autre de ces hypothe`ses, nous avons re´alise´ des expe´riences de reconstitution de l’holoenzyme
in vitro a` partir de ses e´le´ments pris se´pare´ment.
2.3 Essais de reconstitution du complexe ribonucle´ique de la RNase P
Un syste`me de reconstitution homologue, dans lequel les sous-unite´s ribonucle´ique et prote´ique
purifie´es sont utilise´es pour former un complexe enzymatique actif a e´te´ d’une grande utilite´
lors de la caracte´risation des sous-unite´s de la RNase P de E. coli (Kole & Altman, 1979). Pour
faciliter l’e´tude des composants ribonucle´ique et prote´ique de la RNase P mitochondriale, nous
avons de´veloppe´ un syste`me analogue a` partir de la RNase P purifie´e de´barrasse´e du RNA 9S
d’une part, et de ce RNA 9S transcrit in vitro, d’autre part.
Principe de la me´thode La RNase P mitochondriale active subit dans un premier temps un
traitement par la nucle´ase micrococcale afin d’e´liminer le composant ribonucle´ique de l’enzyme.
Apre`s l’inactivation de l’enzyme, le composant prote´ique de la RNase P est de´nature´ dans
de l’ure´e 4 M, puis le RNA 9S transcrit in vitro est rajoute´. La reconstitution du complexe
est normalement re´alise´e par l’e´limination progressive de l’ure´e par dialyse dans le tampon
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d’activite´ de l’enzyme. L’activite´ de la RNase P est ensuite teste´e de manie`re classique en
utilisant le pre´curseur de tRNAAsp comme substrat. Le sche´ma suivant illustre ce principe:
Élimination du RNA 9S par
traitement par la nucléase micrococcale
RNase P (RNA + Protéine)
active
RNase P (Protéine)
inactive
Dénaturation de
la protéine par
incubation dans
de l'urée 4M
RNase P (Protéine dénaturée)
inactive
Addition du RNA 9S obtenu par
transcription in vitro de son gène
RNase P (Protéine dénat. + RNA 9S dénat.)
Renaturation par
élimination progressive
de l'urée
?          ?
Re´alisation pratique Comme e´tude pre´alable, il nous fallait de´terminer les conditions
d’inactivation de la RNase P dans l’ure´e. Des fractions actives ont e´te´ incube´es dans 0 M,
0,5 M, 1 M, jusqu’a` 6 M ure´e, a` 37 ◦C, pendant une heure. L’activite´ est teste´e. L’inhibition
de l’activite´ devient sensible a` partir de 1,5 M ure´e et totale a` partir de 2 M. Les conditions de
dialyse de l’ure´e ont aussi e´te´ teste´es. Celles-ci ont e´te´ re´alise´es dans des cupules de 2 centime`tres
de diame`tre pour une dialyse efficace, dans le fond desquelles nous avons adapte´ une membrane
a` dialyse. Pre´alablement a` l’expe´rience, le dispositif de dialyse est ste´rilise´ a` l’autoclave, puis
traite´ avec une solution de BSA (1 mg/ml) afin d’e´viter les re´tentions aspe´cifiques de la RNase P
sur le plastique de la cupule et la membrane de dialyse. La solution de RNase P (60 µl) dans
l’ure´e a` diffe´rentes concentrations, est de´pose´e sur la membrane de dialyse, et l’ensemble est mis
a` dialyse contre le tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,6, MgCl2 20 mM, NH4Cl 150 mM, glyce´rol
10%, DTT 1 mM pendant 1 heure a` 4 ◦C. Un test de maturation est re´alise´ par incubation du
pre´curseur de tRNAAsp pendant 15 min a` 33 ◦C. Dans ces conditions, l’activite´ de la RNase P est
restore´e sans pertes notables en comparaison de l’activite´ d’une fraction te´moin qui n’a pas subi
ce traitement. Cette expe´rience prouve que les conditions que nous avons choisies sont correctes,
et, que le traitement a` l’ure´e n’alte`re pas de´finitivement la structure de la RNase P.
20 µl de fraction RNase P sont inactive´s en pre´sence de 10 unite´s de nucle´ase micrococcale
dans le tampon Tris-HCl 25 mM pH 7,6, CaCl2 3 mM, BSA 4 µg, pendant 20 min a` 37 ◦C.
La nucle´ase micrococcale est inactive´e totalement par l’addition dans le milieu de 10 mMfinal
EGTA qui forme des complexes avec les ions Ca++ sans alte´rer les proprie´te´s catalytiques de la
RNase P. Apre`s addition de 4 M ure´e dans le tampon Tris-HCl 25 mM pH 7,6, MgCl2 20 mM,
NH4Cl 150 mM, glyce´rol 10%, DTT 1 mM, le RNA 9S (20 ng, 40 ng ou 80 ng) transcrit in
vitro est rajoute´. Apre`s 20 min d’incubation a` 4 ◦C ou a` tempe´rature ambiante, la solution
est dialyse´e. L’activite´ est teste´e dans les meˆmes conditions que celles de´crites pre´ce´demment
(re´sultats non montre´s).
Aucune activite´ de l’enzyme n’est observable dans les fractions ou` la reconstitution devait
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Figure III.26: Fragments du RNA 9S transcrits in vitro utilise´s pour des expe´riences
de reconstitution
A Structure du fragment du RNA 9S isole´ apre`s purification de la RNase P.
B Structure chime´rique constitue´e par l’association dans un meˆme fragment de RNA du fragment du
RNA 9S isole´ apre`s purification de la RNase P et de la se´quence de l’extre´mite´ 5’ du RNA 9S pouvant
former un appariement tertiaire avec le motif conserve´ de l’extre´mite´ 3’ du RNA.
avoir lieu. Ces expe´riences ont e´te´ refaites un grand nombre de fois avec plusieurs pre´parations
diffe´rentes d’enzyme, et, jamais aucune reconstitution de l’enzyme active n’a pu eˆtre observe´e. Le
meˆme re´sultat a e´te´ observe´, lorsque nous avons remplace´ le RNA 9S entier, par des fragments
transcrits in vitro (fig. III.26), correspondant soit a` l’extre´mite´ 3’ du RNA 9S (identique au
fragment isole´e de l’enzyme active), soit a` une mole´cule de RNA hybride contenant a` la fois
la se´quence des nucle´otides de l’extre´mite´ 3’ ainsi que celle de l’extre´mite´ 5’. En effet, ces
deux e´le´ments sont capables de former un repliement tertiaire sous la forme d’un pseudo-nœud,
qui semble eˆtre conserve´ dans tous les mode`les de structure secondaire des RNA de RNase P
bacte´riennes propose´s jusqu’ici confe`rant a` ces deux blocs conserve´s certainement une grande
importance fonctionnelle (James et al., 1988).
L’e´chec de la mise en e´vidence de l’activite´ de ribozyme du RNA 9S et l’e´chec de la
reconstitution de l’enzyme a` partir de ses deux sous-unite´s, prote´ique et ribonucle´ique, nous
interrogent sur la complexite´ de la RNase P mitochondriale de levure en particulier, et sur
la RNase P d’eucaryote en ge´ne´ral. La RNase P mitochondriale de levure qui devait eˆtre un
mode`le devant servir d’interme´diaire e´volutif entre les RNase P procaryotes et leurs homologues
eucaryotes, semble plutoˆt, a` la vue de nos re´sultats, plus proche des RNase P eucaryotes. En
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effet, des re´sultats similaires ont e´te´ obtenus avec toutes les RNase P d’eucaryotes pour lesquelles
aucune mise en e´vidence de l’activite´ catalytique du RNA in vitro, seule, en l’absence de toute
prote´ine, n’a pu eˆtre faite, de meˆme qu’aucune expe´rience de reconstitution in vitro fiable n’a
jamais e´te´ de´crite. Les caracte´ristiques physico-chimiques de la RNase P mitochondriale de
levure sont e´galement tre`s semblables a` celle de la RNase P du noyau des eucaryotes. En
effet, l’importance du composant prote´ique se traduit notamment par une densite´ dans un
gradient de sulfate de ce´sium faible (environ 1,28 g/ml) (Morales et al., 1989) en comparaison
de celles de bacte´ries (1,55 g/ml pour la RNase P de E. coli) ou` le RNA est un composant
majeur de l’enzyme. Alors que chez les procaryotes, on attribue au composant prote´ique le
roˆle d’e´cran e´lectrostatique, chez les eucaryotes une dissociation des fonctions de reconnaissance
du substrat et de catalyse est fortement probable. Dans ce cas la`, l’attribution a` la prote´ine
de la fonction de reconnaissance du substrat peut eˆtre se´rieusement envisage´e (Nichols et al.,
1988). Mais la re´ponse a` cette question ne´cessite de mieux connaˆıtre la prote´ine et de pouvoir
effectuer des expe´riences concluantes amenant un re´sultat positif, ce qui n’a pas e´te´ le cas jusqu’a`
pre´sent. Dans la suite de notre travail, nous nous sommes attache´s a` e´tudier plus pre´cise´ment
le composant prote´ique en vue d’en comprendre sa fonction dans la RNase P, et nous avons
e´galement tente´ d’en cloner le ge`ne. Mais la re´ponse a` cette question ne´cessite de mieux connaˆıtre
la prote´ine et de pouvoir effectuer des expe´riences concluantes amenant un re´sultat positif, ce
qui n’a pas e´te´ le cas jusqu’a` pre´sent. Dans la suite de notre travail, nous nous sommes attache´s
a` e´tudier plus pre´cise´ment le composant prote´ique en vue d’en comprendre sa fonction dans la
RNase P, et nous avons e´galement tente´ d’en cloner le ge`ne.
3 E´tude du composant prote´ique de la RNase P
3.1 E´tude de la fixation du zinc
Pour tenter d’expliquer l’insucce`s des expe´riences de reconstitution in vitro, nous avons cherche´
a` savoir s’il ne manquait pas dans le milieu d’incubation un facteur ne´cessaire a` la reconstitution
qui aurait pu eˆtre e´limine´ lors de l’e´tape de dialyse du protocole de reconstitution. Graˆce a` la
technique du “Zinc Blot” (Mazen et al., 1988), nous avons teste´ la capacite´ du polypeptide de
63 kDa a` fixer du zinc. En effet, des prote´ines, comme le facteur TFIIIA (Miller et al., 1985),
sont des prote´ines a` zinc, connues pour fixer le DNA ou le RNA par l’interme´diaire de structures
particulie`res coordinant le zinc (Vallee et al., 1991).
Le protocole que nous avons utilise´ est de´crit dans le chapitre II “Mate´riel et Me´thodes”
§ 1.1.7, p. 49. 150 µl de fractions prote´iques actives (27) et inactives (21 et 43) pre´cipite´es a`
l’ace´tone provenant d’une colonne de DEAE-TrisAcryl ont e´te´ utilise´s pour l’expe´rience. Une
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Figure III.27: De´tection de la RNase P par trois me´thodes: coloration a` l’argent,
“Western blot” et “Zinc blot”
Piste 27: Fraction active de RNase P; Pistes 21 et 43: fractions inactives. Piste M: Marqueurs: alcool
de´shydroge´nase (45 kDa) et anhydrase carbonique (29 kDa) qui fixent le zinc.
Les prote´ines des fractions de DEAE-TrisAcryl ont e´te´ se´pare´es par e´lectrophore`se sur gel de polyacry-
lamide 12%-SDS, puis transfe´re´es sur membrane de nitrocellulose. La meˆme membrane a e´te´ utilise´e pour
le “Western blot” et le “Zinc blot”.
prote´ine pre´sente uniquement dans les fractions actives et ayant une masse estime´e a` 63 kDa
fixe le zinc de fac¸on spe´cifique (fig. III.27). Cette bande est identique a` celle qui est re´ve´le´e par
immunode´tection, sur la meˆme membrane, en pre´sence du se´rum HIV dirige´ contre le polypeptide
de 63 kDa purifie´ (fig. III.27).
3.2 Application pratique de la proprie´te´ de fixation du zinc
Nous avons utilise´ cette proprie´te´ de fixation spe´cifique et importante du zinc par le polypeptide
de la RNase P pour tenter d’ame´liorer ou simplifier la purification de l’enzyme.
Une colonne “Chelating Sepharose” (Pharmacia) a e´te´ couple´e avec des ions Zn++. Nous
avons charge´ sur cette colonne des fractions actives de RNase P obtenues apre`s l’e´tape de DEAE-
cellulose. L’e´lution a e´te´ faite graˆce a` de l’imidazole en paliers de molarite´ croissante et l’activite´
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RNase P de ces fractions a e´te´ teste´e. L’activite´ RNase P est retenue par la colonne et est e´lue´e a`
250 mM d’imidazole. Un minigel de prote´ines montre qu’il reste encore plusieurs bandes majeures
qui contaminent le polypeptide de 63 kDa. Une re´ve´lation par immunode´tection utilisant l’anti-
se´rum dirige´ contre ce polypeptide a permis de confirmer sa pre´sence dans ces meˆmes fractions
a` la taille indique´e par la fle`che sur le gel de prote´ines colore´ a` l’argent. Les autres prote´ines sont
certainement retenues de manie`re aspe´cifique par la colonne (fig. III.28). Ce re´sultat constitue la
preuve que le polypeptide de 63 kDa est bien un constituant de la RNase P. En effet, cette colonne
d’affinite´ pour des prote´ines fixant le zinc, retient spe´cifiquement l’activite´ de la RNase P. Il y a
donc une bonne corre´lation entre la fixation de zinc par le polypeptide de 63 kDa et la re´tention
sur la colonne de l’activite´ RNase P. L’utilisation de ce type de colonne comme premie`re e´tape de
la purification n’est pas aussi inte´ressante que nous l’aurions souhaite´. En effet, le cytochrome c
pre´sent en grande quantite´ dans l’extrait brut, fixe e´galement le zinc et entre en compe´tition
avec la RNase P qui n’est plus que partiellement retenue, suite a` la saturation de la colonne par
le cytochrome c. C’est pourquoi cette colonne n’apporte pas d’ame´lioration notable au protocole
de purification de´ja` e´tabli.
Plusieurs cas de prote´ines fixant les acides nucle´iques par l’interme´diaire de structures
particulie`res comprenant du zinc, par exemple les “doigts a` zinc”, ont e´te´ de´crits re´cemment
(Vallee et al., 1991; Luisi, 1992), ce qui rend la proprie´te´ de fixation du zinc par la prote´ine
de la RNase P tre`s inte´ressante. Mais ces exemples ne constituent pas une ge´ne´ralite´: par
exemple, les snRNP qui sont des ribonucle´oprote´ines nucle´aires intervenant dans la maturation
des pre´curseurs de mRNA, fixent les acides nucle´iques par l’interme´diaire d’un type de motifs
diffe´rents des “doigts a` zinc” (RNP motif: β1–α1–β2-β3–α2–β4) (Kenan et al., 1991; Go¨rlach
et al., 1992). D’autre part, il ne faut pas ne´gliger le fait que le zinc pourrait eˆtre fixe´ par le RNA
de la RNase P. Ce RNA, fortement lie´ ou prote´ge´ a` l’inte´rieur de la prote´ine, n’aurait pas e´te´
e´limine´ lors de l’e´lectrophore`se sur gel et du transfert sur membrane.
Nous avons e´mis l’hypothe`se que la proprie´te´ de fixation du zinc par le polypeptide de
63 kDa devait eˆtre en relation avec une proprie´te´ importante du polypeptide ou de la RNase P
soit dans la fixation du RNA 9S ou du pre´curseur de tRNA, soit dans l’activite´ de l’enzyme. Des
expe´riences de “North-Western blot” ont e´te´ re´alise´es pour de´tecter le polypeptide de 63 kDa
en utilisant le RNA 9S ou le pre´curseur de tRNA radiomarque´s comme sonde dans un tampon
contenant 0,1 mM de zinc. Mais, le polypeptide de 63 kDa n’a jamais pu eˆtre de´tecte´ par cette
me´thode. Nous avons e´galement teste´ l’influence de la pre´sence de quantite´s croissantes de zinc
sur l’activite´ de la RNase P. Mais, nous n’avons jamais note´ d’ame´lioration notable de ce cote´ la`
non plus. D’autre part, les expe´riences de reconstitution de la RNase P a` partir de ses e´le´ments
dissocie´s, meˆme en pre´sence de diffe´rentes concentrations de zinc n’ont pas permis d’aboutir.
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Figure III.28: Fractionnement e´lectrophore´tique des prote´ines des fractions contenant
la RNase P apre`s la colonne Zn-Sepharose
100 µl de fractions 250 mM imidazole de la colonne Zn-Sepharose contenant l’activite´ RNase P ont e´te´
pre´cipite´s a` l’ace´tone-HCl, puis de´pose´s sur gel de polyacrylamide 12%-SDS. Les bandes prote´iques sont
re´ve´le´es par coloration a` l’argent.
Piste 1: Fraction du de´but du pic d’activite´; Piste 2: Fraction du pic ou` l’activite´ est maximale; Piste 3:
Fraction de la fin du pic d’activite´; Piste 4: Fraction ne contenant plus l’activite´ RNase P; Piste M:
Marqueur de poids mole´culaire.
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Le zinc ne semble donc pas absolument ne´cessaire ni a` la fixation du RNA, ni a` l’activite´
enzymatique de la RNase P. En conse´quence, si la fixation de ce cation divalent est un crite`re
d’identification du constituant prote´ique de la RNase P, il ne peut pas eˆtre conside´re´ comme un
crite`re d’identification absolu d’une ribonucle´oprote´ine et son roˆle dans le fonctionnement de la
RNase P reste encore a` e´lucider.
3.3 E´tude des proprie´te´s immunologiques du polypeptide de 63 kDa
3.3.1 Reconnaissance de la prote´ine de 63 kDa par des se´ra anti-snRNP
Des personnes atteintes de maladies auto-immunes, comme le lupus erythe´mateux disse´mine´
(LED), produisent des auto-anticorps dirige´s contre des complexes ribonucle´oprote´iques nu-
cle´aires et cytoplasmiques, de´signe´s respectivement par snRNP (small nuclear ribonucleopro-
teins) et scRNP (small cytoplasmic ribonucleoproteins)(Lerner & Steitz, 1979; Lerner & Steitz,
1981; Liautard et al., 1985). Pour certains de ces auto-anticorps, la spe´cificite´ diagnostique est
telle, qu’ils font partie des crite`res biologiques officiels pour le diagnostic du LED. Il s’agit de
l’anticorps anti-Sm, qui reconnaˆıt les snRNP U1, U2, U4/U6, et U5. Ces anticorps ont e´te´ des
outils tre`s puissants pour l’e´tude de la structure et de la fonction de ces macromole´cules. Par ex-
emple, les se´ra anti-U1 RNP, anti-U2 RNP, et anti-Sm snRNP ont e´te´ cruciaux dans l’e´lucidation
du roˆle joue´ par les U snRNP dans la maturation des pre´-mRNA (Steitz, 1987).
Altman et ses collaborateurs (Gold et al., 1988; Gold et al., 1989) ont montre´ que cer-
tains se´ra de patients atteints de LED reconnaissent la RNase P des cellules HeLa et qu’ils im-
munopre´cipitent le RNA H1 qui est le RNA de la RNase P de ces cellules, ainsi que le RNA Th
qui est le RNA de la RNase MRP humaine. Cette dernie`re RNase est une ribonucle´oprote´ine,
implique´e dans la re´plication du DNA mitochondrial (voir Chapitre I “Introduction”, § 1, p. 15)
et pourrait e´galement eˆtre responsable de la maturation des pre´curseurs des RNA ribosomiques
dans le noyau. Ces se´ra seraient e´galement capables de reconnaˆıtre la RNase P nucle´aire de
Xe´nope (Doria et al., 1991).
Le Centre de Transfusion Sanguine de Strasbourg nous a fourni cinq se´ra de personnes
atteintes de maladies auto-immunes. Ces se´ra ont e´te´ type´s comme e´tant:
– un se´rum anti-U1
– un se´rum anti-(U1 + Sm)
– un se´rum anti-Ro
– un se´rum anti-(Ro + La)
– un se´rum anti-jo-1
L’antige`ne La est une prote´ine transitoirement associe´e avec tous les transcrits de la
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RNA polyme´rase III. Les prote´ines de l’antige`ne Ro sont trouve´es dans des complexes ri-
bonucle´oprote´iques contenant un sous-ensemble de transcrits associe´ a` l’antige`ne-La et qui sont
de´signe´s RNA Y (Keene et al., 1987). Ces RNA sont pre´sents en faibles quantite´s et essen-
tiellement dans le cytoplasme. Le se´rum anti-jo-1 reconnaˆıt la RNP forme´e par le tRNAHis et
l’histidyl-tRNA synthe´tase.
Nous avons teste´ par “Dot blot et Western blot” la capacite´ de ces cinq se´ra a` reconnaˆıtre et
a` lier le polypeptide de 63 kDa de la RNase P mitochondriale de levure. Quelques ng de fraction
pure de gradient de glyce´rol ont e´te´ de´pose´s en “dots” sur une membrane de nitrocellulose qui a
ensuite e´te´ incube´e avec les diffe´rents se´ra. Apre`s lavages, la re´ve´lation a e´te´ effectue´e graˆce a` la
prote´ine A iode´e radioactive. La RNase P est reconnue par les se´ra anti-U1 et anti-(Sm + U1).
Les se´ra anti-Ro et anti-(Ro + La), par contre, ne la reconnaissent pas ou tre`s faiblement.
(Re´sultats non montre´s).
Un deuxie`me essai a e´te´ re´alise´ en utilisant des prote´ines (provenant d’une fraction active
de colonne de DEAE-TrisAcryl) se´pare´es sur gel de polyacrylamide-SDS et transfe´re´es sur
nitrocellulose. L’immunore´action a e´te´ ensuite effectue´e avec le se´rum anti-U1. La figure III.29
montre qu’une seule bande, celle du polypeptide de 63 kDa reconnue de manie`re spe´cifique par
ce se´rum.
Les se´ra qui re´agissent avec le polypeptide de 63 kDa sont ceux qui reconnaissent e´galement
la RNase P des cellules Hela et de Xe´nope ainsi que la RNase MRP. Ceci constitue un argument
supple´mentaire que le polypeptide de 63 kDa est bien associe´ a` la RNase P mitochondriale.
L’hypothe`se la plus vraisemblable est que les sous-unite´s prote´iques de ces ribonucle´oprote´ines
posse`dent toutes des e´pitopes communs. Cette hypothe`se est renforce´e par certaines proprie´te´s
biochimiques partage´es par ces enzymes: i) tous sont des ribonucle´oprote´ines; ii) ils sont retenus
par des colonnes e´changeuses d’anions; iii) ce sont des enzymes de maturation de RNA provo-
quant, dans le cas de la RNase P et de la RNase MRP, une coupure endoribonucle´asique unique
dans leurs substrats (Gold et al., 1989).
D’autre part, Mamula et ses collaborateurs ont montre´ que des anticorps dirige´s contre la
prote´ine C5 de la RNase P d’E. coli, lient e´galement la prote´ine de la RNase P de B. subtilis ainsi
qu’une prote´ine pre´sente dans des pre´parations de RNase P de cellules HeLa (Mamula et al.,
1989). Ces anticorps anti-C5 sont capables de de´ple´ter l’activite´ enzymatique de pre´parations
de RNase P d’E. coli et de cellules HeLa. Ces auteurs concluent que les prote´ines des RNase P
d’E. coli et de B. subtilis, ainsi que la prote´ine de l’enzyme de cellules HeLa ont un de´terminant
antige´nique commun. Si les se´quences des prote´ines des enzymes de B. subtilis et de d’E. coli
n’ont que 25% de similarite´ globale, une seule courte re´gion est conserve´e et montre plus de
80% d’homologie. L’hypothe`se deMamula et ses collaborateurs est que des domaines essentiels
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Figure III.29: Immunode´tection de la RNase P par “Western blot” avec le se´rum
anti-U1
Pistes 1 et 2: Fractions de RNase P actives apre`s la colonne de DEAE-TrisAcryl; Piste R: antige`ne de
re´fe´rence (extrait de noyau de thymus de veau).
Les prote´ines des fractions purifie´es de RNase P sont se´pare´es sur gel de polyacrylamide 12%-SDS et
transfe´re´es sur membrane de nitrocellulose. Apre`s l’immunore´action avec le se´rum anti-U1, la re´ve´lation
se fait par la prote´ine A iode´e radioactive.
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pour la maintenance de l’activite´ biologique de ces ribonucle´oprote´ines ont e´te´ conserve´s par la
pression se´lective, alors que des re´gions des prote´ines non implique´es dans la fonction biologique
ont pu diverger. Par ailleurs, le fait que l’on puisse reconstituer une RNase P active a` partir de
sous-unite´s ribonucle´iques et prote´iques de diffe´rentes espe`ces bacte´riennes indique e´galement
que des domaines fonctionnels sont conserve´s malgre´ le faible degre´ d’homologie de structure
primaire entre chacune de ces sous-unite´s prote´iques (Kole & Altman, 1979; Nieuwlandt et al.,
1991).
3.3.2 Proprie´te´s immunologiques du se´rum anti-polypeptide 63 kDa
Nous avons teste´ la spe´cificite´ des se´ra immuns pour le polypeptide de 63 kDa et de´termine´ s’il
existait des re´actions croise´es avec d’autres polypeptides de diverses origines.
Dans les extraits bruts de prote´ines mitochondriales de levure, le se´rum ne reconnaˆıt qu’une
bande principale (de meˆme que dans un extrait brut de prote´ines totales de levure), ayant
la meˆme taille que celle reconnue dans les fractions purifie´es de RNase P. Cependant, selon
l’“aˆge” de l’extrait mitochondrial, des bandes supple´mentaires sont parfois re´ve´le´es. En effet,
la figure III.32 (piste 1) montre que dans un extrait brut fraˆıchement pre´pare´, deux autres
bandes majeures sont e´galement re´ve´le´es, l’une ayant une masse apparente le´ge`rement plus
e´leve´e que 63 kDa, l’autre une masse le´ge`rement plus faible. Ces formes secondaires ne sont plus
observe´es dans des extraits mitochondriaux plus “vieux”. Elles pourraient re´sulter soit d’une
phosphorylation de la prote´ine de 63 kDa (pour la forme la plus grande), soit d’une prote´olyse
partielle (pour la forme la plus petite). Nous avons teste´ l’hypothe`se de la phosphorylation en
faisant une cine´tique d’incubation de l’extrait brut en pre´sence de phosphatase alcaline. Apre`s
ce traitement la forme de masse apparente plus grande disparaˆıt sur “Western blot” au profit de
la forme normalement observe´e (fig. III.30). Une autre interpre´tation de ce re´sultat est possible,
si on e´met l’hypothe`se que la prote´ine n’est pas totalement de´nature´e lors de la migration de
l’extrait brut sur gel de polyacrylamide-SDS, et dans ce cas elle pourrait rester associe´e a` une
partie de son RNA pendant la migration. Dans ce cas de figure, le traitement par la phosphatase
alcaline n’aurait qu’un effet indirect, puisqu’il est reconnu que cette pre´paration d’enzyme est
contamine´e par des nucle´ases aspe´ciques. La diminution de la masse apparente du polypeptide
serait le re´sultat d’une digestion du RNA par ces nucle´ases contaminantes.
Dans une fraction active de RNase P purifie´e par gradient de glyce´rol de Kluyveromyces
bulgaricus, une levure e´volutivement proche de S. cerevisiae, le se´rum reconnaˆıt une prote´ine
dont la taille est le´ge`rement supe´rieure a` celle de la prote´ine de S. cerevisiae (fig. III.31 et III.30).
La figure III.32 montre que les extraits d’E. coli contiennent un polypeptide reconnu par les
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Figure III.30: Effet du traitement de la RNase P par la phosphatase alcaline sur la
migration e´lectrophore´tique du polypeptide de 63 kDa
15 µg d’extrait prote´ique fraˆıchement pre´pare´ (S48000 × g) de mitochondries ont e´te´ incube´s avec
1 unite´ de phosphatase alcaline de veau (CIP) pendant 1, 5, 10, 15 et 30 min a` 30 ◦C, puis de´pose´s
sur gel de polyacrylamide 12%-SDS. Apre`s transfert sur membrane de nitrocellulose, le polypeptide de
63 kDa est re´ve´le´ par immunode´tection avec l’anticorps HIV. Comme te´moins, ont e´te´ de´pose´s 1 µl de
fraction active de RNase P provenant de la colonne de DEAE-TrisAcryl (Fraction 26) piste TF26), et
15 µl de fraction active de RNase P d’un extrait prote´ique de mitochondries de la levure Kluyveromyces
bulgaricus fractionne´ sur gradient de glyce´rol 10% – 30% (piste Kb).
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Figure III.31: Immunode´tection des prote´ines de diverses fractions par “Western blot”
avec l’anticorps HIV
Piste 1: Extrait mitochondrial de S. cerevisiae (20 µg); Piste 2: Extrait brut d’E. coli (20 µg); Piste 3:
Fraction active de RNase P apre`s DEAE-TrisAcryl; Piste 4: Fraction active de RNase P de Kluyveromyces
bulgaricus; Piste 5: Antige`ne de re´fe´rence pour les auto-anticorps anti-snRNP (Extrait de noyaux de
thymus de veau).
Les prote´ines ont e´te´ se´pare´es par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 12%-SDS et transfe´re´es sur
nitrocellulose.
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Figure III.32: Immunode´tection de la RNase P mitochondriale de S. cerevisiae “West-
ern blot” avec l’anticorps HIV
Piste 1: Extrait mitochondrial de S. cerevisiae; Piste 2: Fraction partiellement purifie´e de RNase P apre`s
DEAE-TrisAcryl; Piste 3: Extrait prote´ique d’E. coli.
MW: Marqueurs de taille colore´s au rouge ponceau:
66k: BSA; 29k: anhydrase carbonique; 17k: cytochrome c.
Les prote´ines ont e´te´ se´pare´es par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 12%-SDS et transfe´re´es sur
nitrocellulose.
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Figure III.33: “Zoo Blot”
Les extraits prote´iques (environ 20 µg) de diffe´rents organismes ont e´te´ se´pare´s par e´lectrophore`se sur
gel de polyacrylamide 12%-SDS et transfe´re´s sur membrane de nitrocellulose. La re´ve´lation a e´te´ re´alise´e
avec l’anticorps HV.
anticorps anti-RNase P mitochondriale de S. cerevisiae. Ce polypeptide a une masse d’environ
14 kDa, il pourrait donc correspondre a` la prote´ine C5 de la RNase P d’E. coli. Mais cette
hypothe`se n’a pas pu eˆtre ve´rifie´e.
La figure III.33 montre les re´sultats d’un “zoo blot”. Des extraits prote´iques de diffe´rents
organismes eucaryotes (Drosophile, Physarum, Xe´nope, Thymus de veau, Souris, Cellules HeLa)
ont e´te´ teste´s par “Western blot” avec le se´rum HIV. L’anticorps reconnaˆıt une bande majeure
dans tous les extraits analyse´s (voire deux dans les extraits de drosophile). Il existe donc dans ces
organismes des prote´ines capables d’eˆtre reconnues par le meˆme anticorps spe´cifiquement dirige´
contre la prote´ine de la RNase P mitochondriale de S. cerevisiae. Toutes ces prote´ines doivent
avoir une parente´ structurale exprime´e sous la forme de de´terminants antige´niques communs.
S’agit-il des prote´ines de la RNase P de ces diffe´rents organismes? Rien ne nous permet de le
dire, d’autant plus que la plupart des RNase P de ces organismes n’a pas e´te´ caracte´rise´e et
purifie´e.
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3.4 Localisation mitochondriale du polypeptide de 63 kDa
La monospe´cificite´ du se´rum anti-RNase P nous a permis de pre´ciser la localisation spe´cifiquement
mitochondriale du polypeptide de 63 kDa par immunocytofluorescence.
Une e´tude pre´liminaire pour localiser le polypeptide de 63 kDa dans d’autres compartiments
cellulaires que la mitochondrie avait e´te´ re´alise´e en utilisant des extraits purifie´s de noyaux
de levure. L’analyse par “Western blot” des prote´ines d’extraits de noyau de levure re´ve`le la
pre´sence de ce polypeptide. D’autre part, dans un extrait total de noyaux de thymus de veau
utilise´ pour le typage des se´ra de malades atteints de maladies auto-immunes (ces malades
produisent des anticorps dirige´s contre des complexes ribonucle´oprote´iques), le se´rum HIV
re´ve`le de la meˆme fac¸on une prote´ine, de taille le´ge`rement supe´rieure (fig. III.31 piste 5). Mais
sachant qu’il est difficile d’obtenir des pre´parations de noyaux exemptes de contaminations
d’autres compartiments cellulaires, nous pouvions mettre en doute cette double localisation
(mitochondriale et nucle´aire) du polypeptide de la RNase P mitochondriale.
Un moyen commode pour de´terminer la localisation cellulaire de la prote´ine de 63 kDa est
de re´aliser des expe´riences d’immunofluorescence, c’est a` dire de re´ve´ler in situ la RNase P
graˆce aux anticorps dirige´s contre elle. L’expe´rience a e´te´ re´alise´e dans le laboratoire de Nancy
Martin (Louisville, USA). La figure III.34, a` gauche, montre une pre´paration de levure traite´e
au colorant DAPI (4’,6-diamino-2-phe´nylindole) qui permet de visualiser sous lumie`re ultra-
violette le DNA nucle´aire et le DNA mitochondrial (points brillants dans le cytoplasme a` la
pe´riphe´rie de la cellule). La prote´ine de la RNase P est visualise´e sur la meˆme pre´paration de
cellules, apre`s incubation des cellules avec les anticorps anti-polypeptide de 63 kDa du se´rum HV
et un anticorps secondaire anti-lapin couple´ a` un chromophore fluorescent (fig. III.34, a` droite).
La fluorescence est observe´e uniquement dans le cytoplasme de la levure et se superpose tre`s
exactement a` celle mise en e´vidence par la coloration au DAPI sauf dans le noyau. Ainsi, la
comparaison des deux images permet de localiser la RNase P uniquement dans la mitochondrie
de la levure puisqu’aucune fluorescence n’est visible dans un autre compartiment cellulaire.
3.5 Essais d’immunode´ple´tion de l’activite´ RNase P
Des essais de de´ple´tion de l’activite´ de la RNase P mitochondriale ont e´te´ re´alise´s par immuno-
de´ple´tion de la RNase P par les anticorps (Ig G) anti-polypeptide 63 kDa couple´s a` la prote´ine A-
Sepharose selon la me´thode de Steitz (Steitz, 1989). Les re´sultats obtenus ont e´te´ assez
de´cevants, car nous n’avons jamais pu observer de de´ple´tion totale de l’activite´ RNase P, 20%
de l’activite´ est encore pre´sente dans le surnageant de la fraction traite´e avec la prote´ine A-
Sepharose couple´e aux Ig G du serum immun (fig. III.35). D’autre part, la pre´sence dans le
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Figure III.34: Localisation mitochondriale de la RNase P par immunode´tection in situ
Photo de gauche: Visualisation du DNA dans la levure par coloration au DAPI. Le DNA nucle´aire et le
DNA mitochondrial sont observables simultane´ment.
Photo de droite: De´tection par immunofluorescence de la prote´ine de la RNase P dans les mitochondries.
Les anticorps utilise´s sont ceux du se´rum HV apre`s purification sur colonne de DEAE-TrisAcryl.
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Figure III.35: Immuno-de´ple´tion de la RNase P
40 µl de fraction prote´ique (fraction 26 de la colonne DEAE-TrisAcryl - piste 1: 1 µl de cette fraction
sans traitement) contenant la RNase P ont e´te´ pre´-incube´s avec 10 µl de prote´ine A-Sepharose (piste 2),
10 µl de prote´ine A-Sepharose couple´e aux Ig G du se´rum immun HV (piste 3) ou 10 µl de prote´ine A-
Sepharose couple´e aux Ig G du se´rum pre´-immun HI (piste 4). Les prote´ines restant dans le surnageant
sont de´pose´es sur gel de polyacrylamide 12%-SDS, transfe´re´es sur membrane de nitrocellulose et re´ve´le´es
par immunode´tection graˆce au se´rum HV. Les fle`ches repre´sentent la position de migration du polypeptide
de 63 kDa (petite fle`che) et de la chaˆıne lourde des Ig G reconnue par les anticorps secondaires (grosse
fle`che).
Le tableau pre´sente le pourcentage d’activite´ RNase P re´siduelle restant dans les diffe´rents surnageants.
164 E´TUDE DE LA RNase P MITOCHONDRIALE DE LEVURE
se´rum de lapin de quantite´s importantes de nucle´ases aspe´cifiques nous a fortement ge´ne´ car
elle a entraˆıne´ une de´gradation rapide du pre´curseur de RNA, meˆme lorsque les Ig G avaient
e´te´ pre´alablement purifie´s sur une colonne de DEAE-TrisAcryl (voir Chapitre II Mate´riel et
Me´thodes § 1.3.3, p. 54). La raison d’une de´ple´tion non totale de l’activite´ a e´te´ comprise lorsque
nous avons tente´ de purifier la RNase P par immuno-affinite´ apre`s couplage des anticorps sur
un support chromatographique par une me´thode chimique. De`s les premiers essais, nous nous
sommes aperc¸us qu’aucune activite´ n’e´tait retenue par la colonne, pas plus que le polypeptide de
63 kDa. Nous avons donc conclu que l’anticorps anti-RNase P n’e´tait pas ou seulement faiblement
capable de reconnaˆıtre la prote´ine dans sa forme native en solution. Rappelons que cet anticorps
a e´te´ induit chez le lapin par injection de la prote´ine de´nature´e dans un gel de polyacrylamide-
SDS et que les e´pitopes disponibles dans ces conditions peuvent eˆtre sensiblement diffe´rents de
ceux pre´sente´s par la prote´ine native. Nous avons en effet montre´ que dans les expe´riences de
de´ple´tion de l’activite´ RNase P, le polypeptide de 63 kDa n’e´tait pas totalement immunopre´cipite´
et restait pre´sent dans le surnageant (fig. III.35).
4 Conclusion
Notre e´tude de la RNase P mitochondriale de la levure Saccharomyces cerevisiae et de ses
constituants prote´ique et ribonucle´ique est essentiellement base´e sur la purification pousse´e de
cet enzyme. levure Saccharomyces cerevisiae sur la purification de cette enzyme. Le proce´de´ de
purification que nous avons e´labore´ s’articule autour de deux axes majeurs: la pre´paration de mi-
tochondries intactes exemptes de contamination cytoplasmique, et une purification la plus rapide
possible, essentiellement base´e sur l’utilisation de diffe´rents proce´de´s chromatographiques. Les
difficulte´s majeures que nous avons rencontre´es dans la mise au point du protocole de purification
de la RNase P sont lie´es au fait que, d’une part, cette enzyme est pre´sente dans la mitochondrie
de levure en quantite´s extreˆmement petites et que, d’autre part, sa stabilite´ dans le temps de´pend
fortement de l’e´limination, le plus toˆt possible dans les e´tapes chromatographiques, des nucle´ases
aspe´cifiques abondantes dans la mitochondrie et des prote´ases. Ainsi, la RNase P mitochondri-
ale obtenue suivant le protocole de´crit ci-dessus est pure selon les crite`res chromatograhiques
et e´lectrophore´tiques classiques. Nous entendons par la` que l’enzyme purifie´ ne renferme que
des fragments de RNA de´rive´s du RNA 9S et un seul polypeptide. Ce polypeptide se comporte
comme une prote´ine de 63 kDa, sur gel de polyacrylamide de´naturant, alors que sur gel natif,
l’enzyme a une masse apparente d’environ 250 kDa.
Nous ne posse´dons pas de preuve directe de´montrant que le polypeptide de 63 kDa est le
composant prote´ique de la RNase P mitochondriale. En effet, ni nos essais d’immunode´ple´tion
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de l’activite´ enzymatique, ni nos essais de reconstitution in vitro de cette activite´ n’ont e´te´
couronne´s de succe`s. Ne´anmoins, diffe´rents autres crite`res biochimiques et immunologiques sont
en faveur de l’hypothe`se que ce polypeptide est bien le composant prote´ique de la RNase P. En
effet:
1. ce polypeptide est le seul de´tectable dans l’enzyme actif purifie´. Meˆme apre`s surcharge du
gel de´naturant avec l’enzyme et de´tection des prote´ines par coloration a` l’argent, aucun
autre polypeptide n’est visible;
2. tout au long de la purification, l’activite´ spe´cifique de la RNase P a toujours e´te´ directe-
ment proportionnelle a` la quantite´ de polypeptide de 63 kDa pre´sent dans les fractions
enzymatiques. La meilleure illustration de ce fait est que, dans l’e´tape finale de purifi-
cation par se´dimentation sur gradient de glyce´rol, l’activite´ enzymatique est exactement
superposable avec l’abondance du polypeptide;
3. ce polypeptide de 63 kDa fixe spe´cifiquement des ions zinc (“Zinc-blot” fig. III.27, p. III.27)
et cette proprie´te´ est directement corre´lable avec celle de l’activite´ RNase P puisque cette
dernie`re est retenue sur une matrice che´latant les ions zinc. De plus, ce polypeptide et
l’activite´ enzymatique sont co-e´lue´s d’une telle colonne avec un tampon contenant 250 mM
imidazole;
4. le polypeptide de 63 kDa est re´ve´le´ avec des sera de malades atteints de maladies auto-
immunes, comme le lupus erythe´mateux ou l’arthrite rhumato¨ıde. Ces anticorps qui
re´agissent e´galement avec le composant prote´ique de la RNase P d’E. coli et de cellules
HeLa (Gold et al., 1988; Mamula et al., 1989) sont spe´cifiquement dirige´s contre des
complexes [RNA-prote´ines] nucle´aires et cytoplasmiques (Lerner & Steitz, 1979). Ceci
sugge`re que le composant prote´ique de la RNase P mitochondriale posse`de des homologies
structurales avec d’autres ribonucle´oprote´ines reconnues par cette famille d’anticorps,
comme par exemple les U-snRNP et la thRNP(RNase MRP);
5. enfin, des expe´riences d’immunocytolocalisation ont montre´ une localisation exclusivement
mitochondriale du polypeptide de 63 kDa, excluant la possibilite´ que nous avons purifie´ la
RNase P nucle´aire de levure.
Ainsi, a` de´faut de preuves directes, les arguments e´nume´re´s ci-dessus sont tous en faveur de
l’hypothe`se que le polypeptide de 63 kDa est un constituant de la RNase P mitochondriale. Afin
d’e´tayer cette hypothe`se par des preuves ge´ne´tiques, nous avons entrepris le clonage du ge`ne
codant pour ce polypeptide.
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E. Essai de clonage du ge`ne codant pour le polypeptide de
63 kDa
1 Clonage du ge`ne
1.1 Criblage immunologique de la banque de levure dans λgt 11
L’anticorps polyclonal dirige´ contre la prote´ine de la RNase P mitochondriale que nous avons
purifie´e reconnaˆıt une seule bande correspondant a` une prote´ine de 63 kDa dans une fraction
purifie´e de RNase P, mais aussi dans un extrait brut total de levure. Nous avons utilise´ le se´rum
HV pour cribler une banque ge´nomique de levure inse´re´e dans le vecteur d’expression λgt 11.
Cette banque a e´te´ pre´pare´e et mise a` notre disposition parMichael Snyder (Yale University,
New Haven) et est compose´e de DNA chromosomique de levure fragmente´ par sonication, mis
sous “linker” EcoRI du vecteur et inse´re´ dans le site unique EcoRI place´ a` la fin du ge`ne lacZ
codant pour la β-galactosidase.
Nous avons estime´ la quantite´ de clones e´tale´s lors du premier criblage a` 500000, ce qui
correspond a` au moins six fois le ge´nome de la levure pour chacun des six cadres de lecture.
Apre`s le premier criblage, nous avons se´lectionne´ trois clones positifs, appele´s J, K, et L. Apre`s
dilution et re´e´talement a` deux reprises des clones positifs, chacun de ces trois clones e´tait pur
(fig. III.36).
Les prote´ines exprime´es par ces trois clones ont e´te´ pre´pare´es en utilisant le protocole de´crit
dans le Chapitre II § 1.5.3 p. 58. Une analyse de ces prote´ines a e´te´ effectue´e par “Western
blot” re´ve´le´ d’une part avec le se´rum HV e´puise´ et d’autre part, avec un anticorps monoclonal
anti-β-galactosidase (fig. III.37). Pour les clones J et L, une seule prote´ine de fusion est re´ve´le´e
par les deux anticorps. Pour le clone K, plusieurs bandes sont re´ve´le´es par les deux anticorps: il
doit s’agir de fragments de prote´olyse dans la partie fusionne´e avec la β-galactosidase. La taille
du plus grand peptide de fusion dans le clone K est d’environ 170 a` 180 kDa, elle est plus faible
pour les peptides issus des clones J (126 kDa) et L (122 kDa). En retranchant les 114 kDa de la
β-galactosidase, la taille de la prote´ine code´e par la phase ouverte du clone K peut eˆtre estime´e
a` 65-75 kDa. Ceci sugge`re que le polypeptide de la RNase P, dont nous avons estime´ la taille a`
63 kDa sur gel de polacrylamide-SDS, peut y eˆtre repre´sente´ en entier.
Le phage λgt 11/K porte un insert EcoRI de 4,6 kb; cet insert contient un site EcoRI interne
se´parant ce fragment en deux sous-fragments, l’un de 1,6 kb (en continuite´ avec le ge`ne de la
β-galactosidase) et l’autre de 3,0 kb. Ces deux fragments ont e´te´ sous-clone´s dans le vecteur
pTZ 18/19R et se´quence´s. Le fragment de DNA de 1,6 kb renferme un cadre de lecture en phase
avec le ge`ne lacZ sur la totalite´ de sa longueur. Sa capacite´ codante (496 acides amine´s) est
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Figure III.36: Criblage de la banque ge´nomique λgt 11 et de´tection des clones positifs
par immunode´tection avec le se´rum HV
Autoradiographie de gauche: Premier criblage, trois clones positifs J, K et L.
Autoradiographie de droite: Apre`s le troisie`me criblage: exemple du clone K pur.
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Figure III.37: Analyse des prote´ines produites par les trois clones J, K et L
Les prote´ines ont e´te´ se´pare´es par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 12%-SDS, transfe´re´es sur
membrane de nitrocellulose et re´ve´le´es par immunore´action avec l’anticorps HV (partie gauche) et avec
un anticorps monoclonal anti-β-galactosidase (partie droite).
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tout a` fait compatible avec la taille du polypeptide immunore´actif (180 − 114 = 66 kDa). Nous
avons nomme´ ce ge`ne RPP1 (pour RNase P Protein1). Cette phase de lecture se poursuit sur
0,92 kb dans le fragment de 3,0 kb. Cette partie du ge`ne est termine´ par un codon TGA; ce
codon est-il le codon de terminaison re´el du ge`ne RPP1 ou fait-il partie d’un intron non excise´
dans la bacte´rie hoˆte? Afin de ve´rifier cette hypothe`se, nous avons se´quence´ le sous-fragment de
3,0 kb dans sa totalite´ et recherche´ les points de branchement possibles. Au lieu de ceux-la`, nous
avons trouve´ un deuxie`me cadre de lecture (Orf II) situe´ a` 1129 nucle´otides de la fin du ge`ne
RPP1. Cette phase de lecture ouverte est distincte du ge`ne RPP1; il code pour une prote´ine
qui ne posse`de aucune homologie avec des prote´ines connues jusqu’ici. Le fragment de DNA de
1,6 kb en fusion avec le ge`ne lacZ ne codant pas pour l’extre´mite´ N-terminale du ge`ne RPP1,
nous nous sommes de´cide´ a` cloner ce ge`ne dans son inte´gralite´ par hybridation a` l’aide de sondes
nucle´otidiques homologues.
1.2 Criblage d’une banque ge´nomique de levure
La banque Urei , construite par F. Lacroute, contient des fragments de DNA ge´nomique de
levure partiellement dige´re´ par l’endonucle´ase Sau3A inse´re´s dans le site unique BamHI du
vecteur navette pJDB207 (Beggs, 1978).
Le fragment EcoRI–XbaI de 0,83 kb correspondant a` l’extre´mite´ du ge`ne RPP1 en fusion
avec la β-galactosidase a e´te´ radiomarque´ et utilise´ comme sonde pour cribler 80000 colonies
recombinantes de la banque Urei e´tale´e de fac¸on homoge`ne sur une dizaine de filtres de
nitrocellulose. Environ deux a` six clones positifs e´taient pre´sents par filtre. Quinze clones ont e´te´
analyse´s au hazard. Les bacte´ries correspondantes ont e´te´ dilue´es et re´e´tale´es pour un d’autres
criblages. Les deuxie`me et troisie`me criblages ont e´te´ re´alise´s a` l’aide de sondes diffe´rentes de la
premie`re (plus courtes et situe´es aux deux extre´mite´s du ge`ne) afin de s’assurer de l’inte´grite´ des
fragments pre´sents dans les diffe´rents clones. Le troisie`me criblage nous a permis d’individualiser
chacun des clones positifs. A` ce stade, dix clones ont e´te´ garde´s et analyse´s par restriction.
D’autre part, cette analyse a permis de confirmer la continuite´ des deux fragments de 1,6 kb
et 3,0 kb dans le ge´nome de la levure (fig. III.38). La pre´sence du site EcoRI qui les se´parent
n’est pas le re´sultat d’un arte´fact de clonage survenu lors de la construction de la banque
d’expression dans le vecteur λgt 11, mais est bien un site de restriction naturel. Cette analyse
a montre´ qu’aucun des clones n’e´tait identique, mais tous se chevauchaient assez largement et
permettaient d’e´tendre cette re´gion chromosomique de 1,1 kb en amont, et de 1,2 kb en aval
du fragment de 1,6 kb + 3,0 kb du clone λgt 11/K. Les inserts de ces diffe´rents clones ont e´te´
sous-clone´s dans les vecteurs pTZ18/19R. L’unicite´ du ge`ne RPP1 dans le ge´nome de la levure
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SM202 a e´te´ confirme´e par la technique de “Southern” (re´sultats non montre´s).
2 Structure et expression du ge`ne RPP1
2.1 Structure du ge`ne RPP1
La se´quence du ge`ne RPP1 a e´te´ de´termine´e en utilisant la me´thode de de´le´tions progressives
par l’exonucle´ase III (voir Chapitre II “Mate´riel et Me´thodes”, p. 73). Apre`s religation et
transformation, l’e´tendue des de´le´tions a e´te´ estime´e par l’analyse des transformants sur gel
d’agarose. Les clones ont e´te´ classe´s par ordre de taille de´croissante de leur insert et directement
se´quence´s sur la forme simple brin du phagemide. L’e´lectrophore`se permet de diffe´rencier des
tailles de DNA ne variant que de 200 a` 300 nucle´otides; ainsi, le choix judicieux des clones ge´ne`re
des se´quences chevauchantes qui assemble´es, e´tablissent rapidement la se´quence comple`te. C’est
ainsi que nous avons se´quence´ les 6838 nucle´otides qui composent cette re´gion du ge´nome dans
leur continuite´.
Cette re´gion (fig. III.38) comprend trois phases de lecture ouverte:
• la premie`re, dont nous posse´dons uniquement la partie -COOH terminale, est appele´e
“Orf I” et s’e´tend du nucle´otide +1 au nucle´otide +544;
• la seconde, celle du ge`ne RPP1, s’e´tend du nucle´otide +1294 au nucle´otide +3708;
• la troisie`me, dont nous posse´dons la partie -NH2 terminale s’e´tend du nucle´otide +4841 a`
la fin du fragment de DNA se´quence´ au nucle´otide +6838 et est appele´e “Orf II”.
La phase ouverte de lecture du ge`ne RPP1 comporte 2415 nucle´otides (fig. III.39 et code
pour une prote´ine putative de 805 acides amine´s et de 89957 de masse mole´culaire the´orique.
Cette valeur the´orique n’est pas en bonne concordance avec la masse du polypeptide de 63 kDa
de la RNase P, estime´e sur gel de polyacrylamide-SDS (63 kDa; voir § 1.3 p. 124).
3 Signaux de transcription du ge`ne RPP1
3.1 Initiation de la transcription
Les promoteurs de la transcription dans la levure sont compose´s de multiples e´le´ments qui sont
ne´cessaires pour la re´gulation, la fre´quence, et la fide´lite´ de l’initation de la transcription. Bien
qu’un promoteur simple puisse contenir un seul de ses e´le´ments, la plupart des promoteurs de
Saccharomyces cerevisiae sont plus complexes. Les promoteurs de la transcription dans la levure
Saccharomyces cerevisiae sont compose´s de trois e´le´ments typiquement eucaryotes: une se´quence
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Figure III.38: Carte de restriction de la re´gion de DNA portant le ge`ne RPP1 de
Saccharomyces cerevisiae.
Les sites EcoRI souligne´s et marque´s par une fle`che grise proviennent du clone λgt 11/K.
activatrice en amont (UAS), un site de fixation de la RNA polyme´rase (“TATA-box”) et un site
de se´lection du point d’initiation de la transcription (Struhl, 1989).
Les se´quences activatrices situe´es en amont ressemblent a` celles des “enhancer” de mam-
mife`res en ce sens qu’elles peuvent fonctionner dans l’une ou l’autre orientation a` des distances
variables de l’e´le´ment promoteur et du site d’initiation mais sont incapables d’activer la tran-
scription lorqu’elles sont place´es en aval du site de de´part de la transcription (Hinnenbush, 1988;
Johnston, 1987). Les se´quences TATA, qui se´loignent notablement du consensus e´tabli pour les
eucaryotes supe´rieurs, sont ne´cessaires mais pas suffisantes pour l’initiation de la transcription
de la plupart des ge`nes. La distance de ces se´quences en amont des sites d’initiation diffe`re d’un
ge`ne a` un autre (entre 40 et 120 nucle´otides (Nagawa & Fink, 1985)), et de multiples se´quences
TATA sont souvent trouve´es dans les re´gions 5’ non codantes des ge`nes de levure. De ce fait,
l’identification de ces e´le´ments promoteurs par la seule inspection des se´quences en amont des
ge`nes est difficile dans la levure, surtout que dans cet organisme, les re´gions interge´niques sont
ge´ne´ralement assez riches en A et en T.
La “TATA-box” semble jouer le roˆle de cible pour un facteur ge´ne´ral de la transcription.
Dans le cas de HIS3, deux types de “TATA-box” diffe´rentes, l’une constitutive et l’autre re´gule´e,
de´terminent l’efficacite´ de la transcription (Struhl, 1986). L’une (Tc) se comporte comme un
e´le´ment constitutif, alors que l’autre (Tr) est ne´cessaire pour l’induction de la transcription dans
des conditions de manque en acides amine´s. Cet exemple sugge`re que la levure contient diffe´rents
172 E´TUDE DE LA RNase P MITOCHONDRIALE DE LEVURE
. . . . . . . . . .
-793 CTGTACTTGGTCGCGCTGCCTCCTCCACACGGGTCTATGACAGATAGCCGATGAGTTTTCATCCCTATATTTTTAAACACAGGAGTTTCAATTCCATAAA
V L G R A A S S T R V Y D R Stop
. . . . . . . . . .
-693 TAAACTTTGTAAGATAACTAAATTATAGGTCCCTTTTCCATGTAGCTTCTCATCGCAAGATGCATAGGGTAGTAAACAAATATTTCGCTAAAAAGGTGAT
. . . . . . . . . .
-593 TCTCTAGTCACGTGGTGCCTTTTTTTCCCATCGTTCTAGATCGATGCGGTATGAACGAAGAAGGAGACCTTCTTTTTTTTTTTTTTAAAAAAAACAAAAC
. . . . . . . . . .
-493 TTATCACAGCCGCTATTCAAAATGCTCAGATTGATGAGGACAAATTCATCAAGAAAGTAAGGTCTCCCTATTTAGAAGCGTTGAAAAAAGCTGGTTTTAA
. . . . . . . . . .
-393 TATTTAGTGTTAGACTAGCCATATTTACTCTTTCCTTTTAAGCGATAGTTAGCCCCACGATAAACCTAGCAGTTTTTAAAGACAACAGATATTAAAGTTG
. . . . . . . . . .
-293 CTTTTAACACTACTTGCGTAATTCCCTTCTGCTTACACTTTTTTTTAGAGTGGTCAAAAAGACTGTAACTGCTTTTTCAGTTTTAACTTTTCATTTTTAG
. . . . . . . . . .
-193 CCACATATTTATTGAATCATACCAACTTCTCCGCAAAAAATTTGAACATATAAAGATGAGTAATGACAGGGAAGTACCCACACTCTCGCAGCTCAACACA
. . . . . . . . . 1
-93 ACTGTCAGCAGAGATAAAGACGTATCGGACACTTTGTCACCGGATTTTGACAGCAAAGGAAGTGCAACCGGGCGTGACGGTGGCAATTTCCCAATGTATA
M Y I 3
. . . . . . . . . .
8 TTGCCATTAATGAGTATTTTAAGCGAATGGAAGATGAACTAGATATGAAGCCCGGTGACAAGATCAAAGTAATAACTGATGACGAAGAATACAAGGATGG
A I N E Y F K R M E D E L D M K P G D K I K V I T D D E E Y K D G 36
. . . . . . . . . .
108 CTGGTATTTTGGTCGAAATCTGAGAACCAATGAGGAAGGTTTATATCCGGTGGTCTTTACTCAAAAGATAACAGTGGAGAAGGCTCCGACATTGATGAGA
W Y F G R N L R T N E E G L Y P V V F T Q K I T V E K A P T L M R 69
. . . . . . . . . .
208 GCCAAGTCTACCAAAAGGATATATAGTCCATTAACCAATGAAGATCCTCTTCTTTCCAGCACTTTATCAGTGAACAGATCAACAGTGAACTGCCACCCCG
A K S T K R I Y S P L T N E D P L L S S T L S V N R S T V N C H P A 103
. . . . . . . . . .
308 CAACCAATGAACCGCGCCTCTATTTCGAGAACTGCCAATGGAAGATCGAAAGAAACTTGTCTTTAAAGAATACAATGAGTGACATAGACAATGCACTACT
T N E P R L Y F E N C Q W K I E R N L S L K N T M S D I D N A L L 136
. . . . . . . . . .
408 GGAGTTTAAAGACGACTCTATAGGTCCACCAGATCGTTTCATCAATTCGGGCAGAGACGAGGAACATAGCATTACGCATGAAACAATTCTATCAGCCACT
E F K D D S I G P P D R F I N S G R D E E H S I T H E T I L S A T 169
. . . . . . . . . .
508 GATGGACTGGATGTAGTCGAATCTAACAGTAAGCCAACAACGAGTAGTTCTACTGGGTTCCTGAACGGAGATTTGGAAAATCAAGCTACTTTAATTAATG
D G L D V V E S N S K P T T S S S T G F L N G D L E N Q A T L I N G 203
. . . . . . . . . .
608 GAATTGATACTACTAAATTGAACCCTGTAGAAGCAGAGTTTTGGTCACCCGAAGAAATAACAGCTTATTTTATTATGGAAGGATACGATGTCCAATCTGC
I D T T K L N P V E A E F W S P E E I T A Y F I M E G Y D V Q S A 236
. . . . . . . . . .
708 CTCTAGATTCCAGAAGCACAAAATATCGGGTAAAATTTTGTTAGAATTAGAGCTTGTTCATTTAAAAGAGTTGGACATAAATTCTTTTGGGACAAGATTT
S R F Q K H K I S G K I L L E L E L V H L K E L D I N S F G T R F 269
. . . . . . . . . .
808 GAGATTTTCAAAGAAATAGAAAAAATCAAAGAGGCTATTACAACTAATGGCCGCTCCCTGAATAGAGCTAGTAAGACCAATAACGCTAACATTTATAACC
E I F K E I E K I K E A I T T N G R S L N R A S K T N N A N I Y N Q 303
. . . . . . . . . .
908 AATTGATGCCTCCCGCAAACGTTGACCAGAGAGCTTCCTACAGAGGCCATGTTAGAAAGACTTCACAGTCGTTAGAGGACCTTCCGTCACAACAGAATTT
L M P P A N V D Q R A S Y R G H V R K T S Q S L E D L P S Q Q N F 336
. . . . . . . . . .
1008 TATCCCCACTCCCAGAAATACTAGGAACTCCTCAGCTTCCAAGCACCGGCCTAAATCTTTAGTTTTTGATTCACAAGAGGCTAATGCTAATATAGCTCCA
I P T P R N T R N S S A S K H R P K S L V F D S Q E A N A N I A P 369
. . . . . . . . . .
1108 GATGTTCAAATTCCTCAGGTGGTAGAGGAAATGGCAGGTAATGAAAATTTGTTTGTTTCTCCGAGGAGAGCCCCCAAACCCCCATCTTACCCTAGTCCAG
D V Q I P Q V V E E M A G N E N L F V S P R R A P K P P S Y P S P A 403
. . . . . . . . . .
1208 CACAACCTCCAAAATCGCCCCTATTGAATAACACAAGGACGTCACCTTCTCCTGCTCAACTTTATTCATGGCAATCACCTACTTTATCTTTCTCAGGGCC
Q P P K S P L L N N T R T S P S P A Q L Y S W Q S P T L S F S G P 436
. . . . . . . . . .
1308 TAAAAGAACTTCTTATATCGATCAATATTCTTCATCAGATTCTAATTTCAATTCCCGTTCCGCACTCCCAAAGAACAACCAAGGCGGTGGGAAGGCGTTG
K R T S Y I D Q Y S S S D S N F N S R S A L P K N N Q G G G K A L 469
. . . . . . . . . .
1408 TCACCTATTCCATCCCCCACCCGTAATTCTGTTAGAAATGAAGATAGTGAAGGCAAGCTAACATCGTCCTCGAAGAGGAATTCTGTCCCTTATTATGGAT
S P I P S P T R N S V R N E D S E G K L T S S S K R N S V P Y Y G Y 503
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. . . . . . . . . .
1508 ACGCTCCTGAATCTTCTTCGGATAGAAAATCCTCTTGTTCCAGCCATGAGGAAGAGCAGTTTCAAGAAACAATGAACACATTCGAAAGACCCACGTCCAG
A P E S S S D R K S S C S S H E E E Q F Q E T M N T F E R P T S S 536
. . . . . . . . . .
1608 TATATACGCTGATGGATCTACCATTGCATCCATAAGTAATGACAAATTGGCACATGAGAAGGAGGGGAAGAAAAAACCAACGAGACACTCGTCTTCATTA
I Y A D G S T I A S I S N D K L A H E K E G K K K P T R H S S S L 569
. . . . . . . . . .
1708 TCTTCTAAATCAAAAAGCGATTCCAGGAGGAACTCGTCTTTAAAGAGAAGCAGCAGTGCATCGCGAACTAGTTCATTCAAAAAAAGTTCCTTCATGCTAA
S S K S K S D S R R N S S L K R S S S A S R T S S F K K S S F M L S 603
. . . . . . . . . .
1808 GTCCCTTTAGGCAACAATTTACTGATAATGCTGCTCGCTCTTCAAGTCCTGAAGAGAATCCCATAACCTCAATGCCGTCAGAAAAAAACAGCTCACCGAT
P F R Q Q F T D N A A R S S S P E E N P I T S M P S E K N S S P I 636
. . . . . . . . . .
1908 AGTTGATAAAAAGTCTTCCAAAAAGAGTAGATCTAAAAGAAGATCAGTTAGCGCAAAGGAAGCTGAAATCTTTACCGAAACTGTGAAAGATGATAAAAAT
V D K K S S K K S R S K R R S V S A K E A E I F T E T V K D D K N 669
. . . . . . . . . .
2008 AAGAGGTCTGCGAGTGAGGCTATTAAAGGTGAAACGCTCAAGGGCAAAAGCTTGCGTCAAATGACCGCTAGACCTGTAGCCAAGAAAAAGCAAACTTCTG
K R S A S E A I K G E T L K G K S L R Q M T A R P V A K K K Q T S A 703
. . . . . . . . . .
2108 CATTTATAGAAGGTTTAAGGAGTATTAGTGTTAAAGAGGCAATGAAGGATGCTGACTTTTCTGGTTGGATGAGCAAGAAAGGCAGCGGTGCCATGAGTAC
F I E G L R S I S V K E A M K D A D F S G W M S K K G S G A M S T 736
. . . . . . . . . .
2208 TTGGAAGACGAGATTTTTCACATTGCATGGTACTAGATTGTCATACTTCAGCTCCACTACGGACACGAGAGAAAGAGGTCTTATCGACATTACTGCTCAT
W K T R F F T L H G T R L S Y F S S T T D T R E R G L I D I T A H 769
. . . . . . . . . .
2308 CGCGTTGTGCCTGCTAAGGAAGATGATAAACTAGTTTCATTATATGCAGCCAGTACAGTAACAGCATATCTTCAACTATTACCTCCGCAACCAGGTACAA
R V V P A K E D D K L V S L Y A A S T V T A Y L Q L L P P Q P G T R 803
. . . . . . . . . .
2408 GAAAGGTTTGACATTTACACAACCTCGCACGCACTATTTTGCAGTAGATAATAAAGAAGAGATGAGAGGTTGGATGGCTGCACTAATTAAAACCACCATT
K V Stop
. . . . . . . . . .
GATATCGACACATCAGTGCCAATTATCAGTTCCTATACAACACTACGGTTTCCTTGAGCAAAGCGCAAGAGATGTTAGCAGAAGCGAGAGAAGAGACCAA
. . . . . . . . . .
GCTAAGGGAACAGCAAATGCTAGAGAACGAGGAAGATGAGGACCAGTTTTTAGGGATCAACAGCAGCTTCAACAGCAGCAACATGACAATAATCAAGGGC
. . . . . . . . . .
AAGCTGATCGCACAATATCAGCGTCAACCCAACGAACTTCCGACGAGGATAATACTATATCTACTCCGAATTTGTCCTCTGCTAACAATACAACCATTGG
Figure III.39: Se´quence nucle´otidique du ge`ne RPP1
Les nucle´otides sont nume´rote´s a` partir de l’AUG initiateur (position +1). Le re´sidu −749 correspond au
premier nucle´otide qui suit le codon de terminaison de l’Orf I. Les acides amine´s sont indique´s sous la
se´quence dans leur code a` une lettre.
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types de facteurs ge´ne´raux de transcription de´finissant diffe´rentes classes de promoteurs.
Contrairement aux eucaryotes supe´rieurs ou` le site de de´but de la transcription est de´termine´
par sa distance de la “TATA-box”, la levure se´lectionne le point d’initiation de la synthe`se du
messager par l’interme´diaire d’un e´le´ment initiateur localise´ a` proximite´ directe de ce site.
Cet e´le´ment initiateur n’a pas ou peu d’influence sur l’efficacite´ de la transcription, mais est
responsable de la pre´cision de l’initiation. L’examen de 18 ge`nes de levure a permis de de´gager
deux motifs consensus pour ces e´le´ments initiateurs. Il s’agit de la succession de nucle´otides
-- Pu Pu Py Pu Pu -- et du motif -- T C G/A A -- (Hahn et al., 1985); des expe´riences ont
montre´ que ce dernier motif e´tait directement implique´ dans l’initiation de la transcription (Hahn
et al., 1985).
Deux types d’e´le´ments implique´s dans la re´gulation du niveau basal de la transcription ont
e´te´ caracte´rise´s: une re´gion riche en polynucle´otides poly(dA-dT) dans le cas des ge`nes HIS3 et
PET56 (Struhl, 1985), et, une re´gion qui agit en cis du promoteur HIS4, ne´cessaire a` la liaison
de deux prote´ines, BAS1 et BAS2 (Arndt et al., 1987).
L’inspection des se´quences en amont de la phase codante du ge`ne RPP1 a re´ve´le´ plusieurs
de ces e´le´ments (fig. III.40).
Une “TATA-box” potentielle -- TATAAAGAT -- est trouve´e en position −137 par rapport au
codon ATG +1 d’initiation de la traduction. Aucune autre “TATA-box”, meˆme de´ge´ne´re´e n’est
reconnaissable a` une distance raisonnable du ATG +1 initiateur. Il semble donc que cette se´quence
promotrice soit unique et la seule possible, mais seules des expe´riences de mutage´ne`se suivies de
la mesure de l’efficacite´ de la transcription permettraient de la de´finir avec exactitude.
En ce qui concerne les e´le´ments initiateurs de la transcription, la re´gion situe´e entre le de´but
de la phase codante et la “TATA-box” renferme six se´quences de type -- Pu Pu Py Pu Pu -- et
un motif -- T C G/A A -- qui ont e´te´ implique´s dans la se´lection du site de de´marrage de la
synthe`se du mRNA (Hahn et al., 1985). N’ayant pas re´alise´ les expe´riences (de primer extension,
par exemple) ne´cessaires a` la localisation pre´cise du site de d’initiation de la transcription,
les arguments de se´quence que nous posse´dont sont suffisament pre´cis pour que nous puissons
admettre que celle-ci s’initie dans cette re´gion.
Il semble, d’autre part qu’une transcription basale de ce ge`ne ait lieu. En effet, en posi-
tion −491, se trouve un motif poly(dA-dT) implique´ tre`s souvent dans la re´gulation du niveau
d’expression basal de certains ge`nes (Roy et al., 1990). Cette se´quence est tre`s inte´ressante car
elle induit la formation d’une courbure tre`s marque´e exactement a` la position de la se´quence de
la “TATA-box” (comme on peut le voir en mode´lisation sur l’e´cran graphique). Cette courbure du
DNA pourrait permettre une accessibilite´ permanente de la se´quence promotrice aux diffe´rentes
prote´ines ne´cessaires a` l’initiation de la transcription et ainsi, induire un niveau de transcription
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AACGAAGAAGGAGACCTTCTTTTTTTTTTTTTTAAAAAAAACAAAACTTATCACAGCCGC
  -402   AATGCTCAGATTGATGAGGACAAATTCATCAAGAAAGTAAGGTCTCCCTATTTAGAAGCG
          .         .         .         .          .        .
  -352   TTGAAAAAAGCTGGTTTTAATATTTAGTGTTAGACTAGCCATATTTACTCTTTCCTTTTA
           .         .         .         .          .       .
  -302   AGCGATAGTTAGCCCCACGATAAACCTAGCAGTTTTTAAAGACAACAGATATTAAAGTTG
           .         .         .         .          .       .
  -252   CTTTTAACACTACTTGCGTAATTCCCTTCTGCTTACACTTTTTTTTAGAGTGGTCAAAAA
           .         .         .         .          .       .
  -202   GACTGTAACTGCTTTTTCAGTTTTAACTTTTCATTTTTAGCCACATATTTATTGAATCAT
           .         .         .         .          .       .
  -152   ACCAACTTCTCCGCAAAAAATTTGAACATATAAAGATGAGTAATGACAGGGAAGTACCCA
           .         .         .         .          .       .
  -102   CACTCTCGCAGCTCAACACAACTGTCAGCAGAGATAAAGACGTATCGGACACTTTGTCAC
           .         .         .         .   .        -1
   -52   CGGATTTTGACAGCAAAGGAAGTGCAACCGGGCGTGACGGTGGCAATTTCCCAATGTATA
M  Y  I   3
           .         .         .         .          .       .
     8   TTGCCATTAATGAGTATTTTAAGCGAATGGAAGATGAACTAGATATGAAGCCCGGTGACA
           A  I  N  E  Y  F  K  R  M  E  D  E  L  D  M  K  P  G  D  K  23
           .         .         .         .
    68   AGATCAAAGTAATAACTGATGACGAAGAATACAAGGATGG....
           I  K  V  I  T  D  D  E  E  Y  K  D
          .         .         .         .    .
          .         .         .         .          .        .
-540
Figure III.40: Se´quence 5’ non traduite et signaux de transcription du ge`ne RPP1
La se´quence de la “TATA-box” est note´e en gras et entoure´e d’une boite grise´e. Les e´le´ments initiateurs
de la transcription selon Hahn et al. sont en italiques et souligne´s. La se´quence poly(dA-dT), e´le´ment
de re´gulation du niveau d’expression basale de certains ge`nes de levure, est note´e en caracte`res gras
souligne´s.
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basale (Russel et al., 1983). D’autre part, ces se´quences poly(dA-dT) semblent agir en conjonction
avec la chromatine dont la structure pourrait eˆtre alte´re´e a` cet endroit particulier. En effet, elles
empeˆchent la formation des nucle´osomes in vitro (Kunkel & Martinson, 1981; Prunell, 1982), et
il a e´te´ propose´ que cette classe particulie`re d’e´le´ments activateurs situe´s en amont pourraient
agir par exclusion des nucle´osomes et non pas par une liaison a` des prote´ines spe´cifiques (Struhl,
1985). La mode´lisation de cette re´gion permet de renforcer cette hypothe`se puisque le DNA
au niveau de ce motif prend une structure droite line´aire extreˆmement rigide empeˆchant les
nucle´osomes de s’y constituer. Aucun e´le´ment de se´quence de type UAS implique´ dans la liaison
avec une prote´ine de re´gulation (Verdier, 1990) de la transcription dans la levure n’a pu eˆtre
reconnu dans les 600 pb en amont de l’ATG initiateur.
3.2 Terminaison de la transcription
Les me´canismes de la terminaison de la transcription des ge`nes nucle´aires de levure sont encore
tre`s peu connus. Bien que ces messagers aient une extre´mite´ 3’ bien de´finie in vivo, il n’est pas
clair a` l’heure actuelle si elle est ge´ne´re´e par la terminaison de la transcription ou si un mRNA
pre´curseur plus long est mature´ a` son extre´mite´ 3’ (Platt, 1986).
Chez les eucaryotes supe´rieurs, la se´quence -- AAUAAA --, directement implique´e dans la
formation de l’extre´mite´ 3’ des messagers, est localise´e 20 a` 50 nucle´otides en amont de la
queue de poly-A qui termine tous les mRNA de ge`ne codant pour des prote´ines non histoniques
(Proudfoot & Brownlee, 1976; Fitzgerald & Shenk, 1981). Cette se´quence est le plus souvent
absente chez la levure bien que les mRNA y soient ge´ne´ralement polyade´nyle´s, mais d’autres
se´quences semblent eˆtre implique´es dans le processus de la formation de l’extre´mite´ 3’ des
messagers.
Divers auteurs, sur la base d’analyse des re´gions 3’ non traduites de divers messagers de
levure, ont e´tablis que la pre´sence de certains motifs e´tait responsable de la terminaison dans la
levure. Zaret et Sherman (Zaret & Sherman, 1982) ont propose´ le motif suivant:
Stop · · · (riche en T) · · · TAG · · · TAGT/TATGT · · · (riche en T et A) · · · TTT · · · → 12 – 25
La terminaison de la transcription interviendrait 12 a` 25 nucle´otides apre`s les trois T.
Henikoff et Cohen (Henikoff & Cohen, 1984) pour leur part, ont propose´ qu’une re´gion
de 21 nucle´otides e´tait suffisante pour terminer la transcription de la levure. Une partie de
ce signal serait constitue´e du motif -- TTTTTATA -- trouve´ dans la re´gion 3’ non-traduite de
nombreux messagers de levure.
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Comme les mRNA sont toujours polyade´nyle´s, meˆme lorsque ces deux motifs ne sont pas
pre´sents, il semblerait que l’arreˆt de la transcription soit plus ou moins directement couple´e a`
la polyade´nylation (Zaret & Sherman, 1982). Ce processus de ge´ne´ration d’extre´mite´s matures
des mRNA joue un roˆle dans la re´gulation de l’expression des ge`nes puisque la se´quence poly-A
terminale est l’un des de´terminants de la stabilite´ des messagers (Littauer & Sore, 1982).
La phase ouverte du ge`ne RPP1 est interrompue par un codon de terminaison opale (UGA)
situe´ en position +2415 par rapport au codon d’initiation. L’analyse de la se´quence 3’ non-traduite
n’a pas re´ve´le´ la pre´sence de l’un ou l’autre des motifs pre´ce´demment de´crits. La terminaison de la
transcription du RPP1 doit vraisemblablement se faire inde´pendamment de ces diffe´rents motifs.
On peut juste constater la pre´sence d’un motif -- AATTAAAA -- non canonique qui ressemble
a` celui caracte´ristique du signal de polyade´nylation des messagers de´crit chez les eucaryotes
supe´rieurs.
4 Analyse du cadre de lecture du ge`ne RPP1
4.1 Initiation de la traduction
D’apre`s le mode`le de “scanning” des messagers eucaryotes, la sous-unite´ 40 S des ribosomes,
associe´e au tRNAMetf et aux facteurs d’initiation de la traduction, se fixe a` l’extre´mite´ 5’-coiffe´e
des mRNA et parcourt le messager de 5’ → 3’ a` la recherche du premier AUG (Kozak, 1983).
Dans la levure, le processus d’initiation de la traduction re´pond aux re`gles ge´ne´rales de ce
mode`le de “scanning”. En effet, pour 95% des messagers de levure connus, c’est l’AUG proximal de
l’extre´mite´ 5’ qui sert de codon d’initiation (Cigan & Donahue, 1987). Des mutations ponctuelles
dans le premier AUG ont pour effet une diminution de la fre´quence d’initiation de la traduction
sans pour autant permettre une initation plus en aval (Sherman & Stewart, 1982; Donahue &
Cigan, 1988). L’effet est encore plus dramatique par l’introduction d’une structure stable en
e´pingle a` cheveux en amont de l’AUG initiateur, indiquant que l’initiation de la traduction dans
la levure semble plus sensible a` la structure du messager qu’a` sa se´quence a` proximite´ de l’AUG
(Baim & Sherman, 1988; Cigan et al., 1988). Ces expe´riences corroborent celles effectue´es sur
des eucaryotes supe´rieurs (Kozak, 1986a; Kozak, 1986b) et militent en faveur d’un me´canisme
ge´ne´ral de “scanning” chez les eucaryotes.
Il y a cependant deux types d’exceptions (≤ 5% des cas) a` la re`gle ge´ne´rale d’utilisation du
premier AUG. La premie`re concerne les ge`nes posse`dant un ou plusieurs courts cadres de lecture
en amont du cadre de lecture principal, comme GCN4 (Hinnenbush, 1984) ou PPR1 (Kammerer
et al., 1984). Dans ce cas, il pourrait y avoir re´initiation sur l’AUG du cadre principal apre`s
traduction du peptide. La seconde exception concerne les ge`nes qui posse`dent deux AUG en phase
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au de´but du cadre de lecture. La mutage´ne`se de certains nucle´otides entourant le premier AUG
en modifie le contexte et autorise une initiation de la traduction au second AUG (Kozak, 1984a).
In vivo, certaines prote´ines semblent eˆtre initie´es par un me´canisme traductionnel alternatif
choisissant l’un ou l’autre AUG pre´sent dans la se´quence. Dans le cas des ge`nes DCD1 (McIntosh
& Haynes, 1986) ou MOD5 (Najarian et al., 1987) de levure, la faible longueur du “leader”
associe´e a` un contexte de´favorable du premier AUG inciterait le ribosome a` initier la traduction
sur l’AUG suivant. Ces situations restent ne´anmoins rares et semblent eˆtre implique´es dans une
re´gulation traductionnelle de l’expression de ge`nes dont les produits d’expression posse`dent en
re´alite´ une double localisation cytoplasmique et mitochondriale (Mueller & Hinnebush, 1986;
Najarian et al., 1987).
Une e´tude comparative de 131 ge`nes de levure a permis d’e´tablir une se´quence consensus
ge´ne´rale pour l’initiation de la traduction dans cet organisme (Cigan & Donahue, 1987). Cette
se´quence -- A/YAA/UAAUGUCU –, diverge quelque peu du consensus -- CACCAUGG -- de´crit pour
les eucaryotes supe´rieurs (Kozak, 1984b).
Dans la phase de lecture ouverte du ge`ne RPP1, on trouve deux codons d’initiation en phase
espace´s de 10 triplets seulement (ATG+1 et ATG+34; fig. III.40). Chacune des re´gions entourant
ces deux AUG ressemble de fac¸on me´diocre a` la se´quence consensus ge´ne´rale des ge`nes de levure
de´crite pre´ce´demment. Le premier AUG semble ne´anmoins dans un contexte plus favorable dans
la mesure ou` les deux nucle´otides entourant le codon d’initiation (-- AAUGU --) sont identiques
a` ceux du consensus de levure.
La distance minimale requise pour la fixation du ribosome sur le messager semble eˆtre de
11 nucle´otides, dans le cas du ge`ne MATa1, (Astell et al., 1981). Comme la distance entre la
“TATA-box” et le de´but de la transcription est variable de 40 a` 120 nucle´otides, l’initiation de la
traduction pourrait se faire sans difficulte´ au niveau du premier AUG (fig. III.40).
4.2 Utilisation des codons du ge`ne RPP1
Le code ge´ne´tique est constitue´ de 64 codons, 61 d’entre-eux spe´cifiant les 20 acides amine´s
composant les prote´ines. L’utilisation des codons synonymes du meˆme acide amine´ n’est cepen-
dant pas ale´atoire pour la majorite´ des ge`nes (Bennetzen & Hall, 1982a). Le biais d’utilisation
des codons varie d’une espe`ce a` l’autre et, au sein d’un meˆme organisme, il de´finit trois classes
de ge`nes diffe´rant par leur taux d’expression: les ge`nes fortement, moyennement et faiblement
exprime´s (Grantham et al., 1980; Gouy & Gautier, 1982).
Dans la levure, il a e´te´ montre´ que les ge`nes les plus exprime´s avaient tendance a` utiliser
toujours le ou les meˆmes codons pour un acide amine´ donne´. Deux explications ont e´te´ donne´es
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a` ce phe´nome`ne. La premie`re est l’abondance des diffe´rents tRNA dans la cellule, les ge`nes
fortement exprime´s ne faisant intervenir que les plus abondants (Ikemura, 1982). La seconde
raison, exprime´e par le biais d’utilisation des pyrimidines en troisie`me position du codon, refle`te
l’avantage de ge´ne´rer des interactions codon-anticodon de force interme´diaire (Grosjean & Fiers,
1982).
Utilisation des codons Les ge`nes ADH1 codant pour l’alcool de´shydroge´nase (Bennetzen
& Hall, 1982b) et G3PDH codant pour la glyce´rate-3-phosphate de´shydroge´nase (Holland &
Holland, 1979), tous deux fortement exprime´s, n’utilisent principalement que 25 des 61 codons
possibles. A` partir de cette observation, Bennetzen et Hall ont de´fini un indice de biais
d’utilisation des codons (CBI) calcule´ en fonction de l’utilisation de 22 codons pre´fe´rentiels.
Ces codons pre´fe´rentiels sont les suivants:
Phe UUC Ser UCU et UCC
Tyr UAC Cys UGU
Leu UUG Pro CCA
His CAC Gln CAA
Arg AGA Ile AUU et AUC
Thr ACU et ACC Asn AAC
Lys AAG Val GUU et GUC
Ala GCU et GCC Glu GAA
Gly GGU
Le CBI est calcule´ selon la formule:
CBI(%) =
P −H
T −H × 100
ou` P repre´sente la somme des codons pre´fe´re´s, T le nombre total de codons (moins Met, Trp
et Asp), et H le nombre the´orique de codons pre´fe´re´s qui devraient eˆtre utilise´s si l’utilisation
e´tait ale´atoire (en divisant le nombre de codons d’un acide amine´ donne´ par la fraction du
nombre des codons pre´fe´re´s sur le nombre total de codons pour cet acide amine´; par exemple,
1/6 pour Leu, 2/3 pour Ile ou 1/4 pour Pro). Pour une prote´ine code´e exclusivement par des
codons pre´fe´re´s, le CBI serait de 100% puisque P = T . Toutes les donne´es expe´rimentales
concernant l’abondance d’un messager et de sa prote´ine ont, a` ce jour, confirme´ que la valeur
du CBI e´tait proportionnelle a` l’abondance des messagers dans la cellule.
La valeur du CBI pour le ge`ne RPP1 est de 7,74%. Elle est relativement faible par rapport
a` la moyenne des ge`nes de levure et indicative des ge`nes faiblement exprime´s comme les ge`nes
de re´gulation.
180 E´TUDE DE LA RNase P MITOCHONDRIALE DE LEVURE
Ge`ne/produit CBI (en %) Re´fe´rence
G3PDH 99 (Holland & Holland, 1979)
Enolase B 96 (Holland et al., 1981)
ADH1 91 (Bennetzen & Hall, 1982b)
ACT1 (actine) 82 (Gallwitz & Seidel, 1980)
CYC1 47 (Smith et al., 1979)
GCN4 32,1 (Hinnenbush, 1984)
MES1 (MtRS) 31,5 (Walter et al., 1983)
URA3 20,4 (Rose et al., 1984)
MSL1 mt-LeuRS) 6,9 (Tzagoloff et al., 1988)
GAL4 3,6 (Laughon & Gesteland, 1984)
STE7 2,5 (Teague et al., 1986)
PPR1 −0,9 (Kammerer et al., 1984)
MATa1 −3,4 (Astell et al., 1981)
Tableau III.3: Index d’utilisation des codons (CBI) pour quelques ge`nes de S. cerevisiae
5 Analyse ge´ne´tique du ge`ne RPP1
5.1 Interruption du ge`ne RPP1 in situ
Les ge`nes nucle´aires de levure codant pour des prote´ines dont la fonction est a` la fois exclusive et
essentielle pour la mitochondrie peuvent eˆtre inactive´s sans effet le´tal sur milieu fermentescible.
Le re´sultat escompte´ dans le cas de l’inactivation du ge`ne RPP1 est l’apparition de cellules inca-
pables de pousser sur des substrats non fermentescibles (glyce´rol, e´thanol). En effet, la disruption
des ge`nes nucle´aires codant pour des prote´ines implique´es dans la biosynthe`se mitochondriale
induit un phe´notype de de´ficience respiratoire. De plus, des mutations qui affectent la synthe`se
prote´ique mitochondriale provoquent une instabilite´ secondaire du DNA mitochondrial, avec
apparition irre´versible de phe´notype ρ− ou ρ0 de de´le´tion ou d’e´limination comple`te du DNA
mitochondrial (Myers et al., 1985). Si un tel cas de figure se pre´sentait pour la disruption du
ge`ne RPP1, nous serions en mesure de lui attribuer sans ambiguite´ une fonction mitochondriale.
Nous avons employe´ la technique de disruption en une e´tape de´crite par Rothstein
(Rothstein, 1983). Elle est base´e sur l’inte´gration pre´cise du ge`ne inactive´ en lieu et place
de l’alle`le sauvage, par un me´canisme de recombinaison homologue stimule´ par les extre´mite´s
line´aires du fragment de DNA (Orr-Weaver et al., 1981). La se´lection des inte´grants est assure´e
par l’expression d’un ge`ne marqueur inse´re´ dans le cadre de lecture du ge`ne inactive´.
5.2 Construction du plasmide
Le plasmide qui a servi a` la disruption du ge`ne RPP1 a e´te´ construit en deux e´tapes (fig. III.41).
Dans un premier temps pour pouvoir inte´grer le ge`ne marqueur URA3 contenu dans un fragment
BglII de 1,0 kb, il a fallu cre´er un site BglII dans le fragment EcoRI – EcoRI de 1,6 kb comprenant
toute la partie NH2-terminale de la prote´ine code´e par le ge`ne RPP1, soit les 2/3 de la se´quence
codante. Ce fragment a e´te´ clone´ dans le site EcoRI du vecteur pTZ18R. Le site BglII a e´te´ cre´e´
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par PCR graˆce a` deux oligonucle´otides comple´mentaire aux deux extre´mite´s du fragment EcoRI
(voir fig. III.41). Le plasmide est line´arise´ par l’enzyme de restriction BstEII, dont un site unique
est situe´ a` l’inte´rieur du fragment EcoRI. Ainsi, la re´action de polyme´risation du DNA permet
d’amplifier un fragment contenant l’ensemble du vecteur pTZ18R ainsi que les extre´mite´s 5’ et 3’
du fragment contenant une partie du ge`ne RPP1. Apre`s digestion par l’enzyme BglII, le plasmide
de´le´te´ d’une partie interne du ge`ne RPP1 (0,8 kb) est religue´ sur lui-meˆme. Un fragment BglII
de 1,0 kb contenant le ge`ne ura3 (issu du vecteur pFL44) est ensuite clone´ dans le site BglII de
la construction pre´ce´dente. Le plasmide obtenu (p∆RPP), dige´re´ par EcoRI, libe`re un fragment
de 1,78 kb qui porte la partie 5’ du ge`ne RPP1 de´le´te´ de 0,7 kb de la phase codante (Acides
amine´s 161 a` 395; fig. III.39) et remplace´ par le marqueur URA3 (fig. III.41). Les extre´mite´s
de ce fragment, homologues sur 477 nucle´otides du cote´ 5’ et sur 301 nucle´otides du cote´ 3’
a` l’alle`le sauvage, dirigent l’inte´gration dans ce site. Comme le second fragment libe´re´ par la
coupure EcoRI n’est constitue´ que de se´quences du vecteur pTZ18R, nous avons pu directement
utiliser le me´lange des deux fragments pour la transformation inte´grative.
5.3 Transformation de cellules diplo¨ıdes
Des cellules diplo¨ıdes IH 1788 ura3 ont e´te´ rendues compe´tentes, puis transforme´es avec le
plasmide p∆RPP coupe´ EcoRI.
L’analyse d’une vingtaine d’inte´grants diplo¨ıdes obtenus apre`s transformation n’a toutefois
pas donne´ les re´sultats attendus. Ces inte´grants devraient eˆtre he´te´rozygotes au locus RPP1:
l’un des chromosomes portant le ge`ne ∆RPP interrompu par le marqueur URA3; l’autre portant
le ge`ne RPP1 sauvage. Les transformants ont e´te´ mis a` sporuler et une dizaine de te´trades ont
e´te´ disse´que´es pour quatre transformants inde´pedants. Le re´sultat de la dissection des asques
est donne´ dans la figure III.42. Sur mileu complet YPGlucose toutes les spores sont viables
montrant que le ge`ne RPP1 n’est pas un ge`ne essentiel a` la survie de la cellule. Le transfert
des cellules haplo¨ıdes sur milieu glyce´rol ne change pas le phe´notype observe´, alors que jamais
plus de deux spores par te´trade n’auraient duˆ pousser si un ge`ne intervenant dans une fonction
mitochondriale essentielle avait e´te´ inactive´. D’autre part, l’hybridation “Southern” du DNA
des spores de deux te´trades apre`s digestion par les enzymes de restriction XbaI – EcoRI montre
que l’inte´gration du ge`ne marqueur s’est bien faite au locus RPP1. Les deux sondes utilise´es ont
e´te´ obtenues par digestion EcoRI - BglII du plasmide contenant le le fragment de DNA du ge`ne
RPP1 , dont la partie interne a e´te´ de´le´te´e pour l’insertion du marqueur URA3 (fig. III.41). La
sondeA s’hybride avec l’extre´mite´ N-terminale et s’e´tend du nucle´otide +1 au nucle´otide +477 du
ge`ne RPP1, alors que la sonde B est comple´mentaire d’une re´gion qui s’e´tend du nucle´otide +1184
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Figure III.41: Construction ge´nique utilise´e pour la disruption du ge`ne RPP1
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Figure III.42: Analyse de la dissection des asques des souches ayant inte´gre´es la copie
interrompue du ge`ne RPP1
Le me´lange contenant des cellules diplo¨ıdes et des asques est e´tale´ sur une ligne de base; les asques
contenant trois ou quatre spores visibles ont e´te´ analyse´es et leurs spores se´pare´es a` l’aide du micro-
manipulateur. La figure montre le re´sultat de la croissance sur milieu complet des spores issues de la
dissection; l’observation est faite apre`s 72 h d’incubation a` 25 ◦C.
au nucle´otide +1485 du ge`ne RPP1 (voir fig. III.44). En effet, deux spores sur quatre par te´trade
pre´sentent une bande de 2321 nucle´otides, caracte´ristique du ge`ne interrompu. Les deux autres
spores de la te´trade pre´sentent deux bandes de 1265 et 740 nucle´otides, caracte´ristiques du ge`ne
sauvage. En plus des signaux d’hybridation attendus, on observe une bande supple´mentaire de
4,5 kb de forte intensite´, dans les quatre spores de la te´trade. Dans les deux spores disrupte´s, on
observe e´galement une bande de 740 pb, amplifie´e. Cette bande ne devrait eˆtre pre´sente que dans
les spores contenant le ge`ne RPP1 sauvage. E´tant donne´ les conditions d’hybridation de forte
stringence utilise´es, il est exclu que les deux bandes supple´mentaires re´sultent d’hybridations
aspe´cifiques. D’autre part, il ne s’agit pas d’un arte´fact de clonage, ou d’inte´gration au locus. En
effet, l’analyse “Southern” du DNA d’autres transformants diplo¨ıdes fait apparaˆıtre les bandes
amplifie´es de 4500 et de 740 pb (fig. III.44) quelque soit la construction employe´e, le plasmide
p∆RPP ou plasmide pFL38 utilise´ comme te´moin de transformation de la levure.
Pour tenter de comprendre ce re´sultat tre`s e´trange, nous avons e´tabli la carte de restriction
de la re´gion chromosomique contenant le ge`ne RPP1 dans les transformants. Les diffe´rents
fragments ge´ne´re´s par les enzymes de restriction utilise´es ont e´te´ identifie´s par hybridation avec
les deux sondes A et B du ge`ne RPP1. Ainsi, il s’ave`re qu’en fait, les fragments de 740 et de
4500 nucle´otides visualise´s pre´ce´demment, correspondent au ge`ne RPP1 intact dige´re´ par les
enzymes XbaI et EcoRI dont les sites sont internes au ge`ne lui-meˆme, alors qu’un deuxie`me site
XbaI situe´ en amont de la phase codante du ge`ne RPP1 sauvage a lui disparu (ce qui re´sulte en
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un fragment de 4500 nucle´otides). Ainsi, tout se passe comme si, apre`s transformation, la re´gion
chromosomique contenant le ge`ne RPP1 avait e´te´ amplifie´e.
Dans tous les cas, les re´sultats de ces hybridations permettent d’expliquer l’absence de
phe´notype dans les spores posse´dant le ge`ne RPP1 interrompu. Aussi, pour re´pondre de manie`re
non ambigu¨e a` la question de savoir si le ge`ne RPP1 est essentiel au maintien de la fonction
respiratoire, nous avons transforme´ directement des cellules haplo¨ıdes (ne posse´dant qu’une seule
copie du ge`ne RPP1 ). Ces levures transforme´es ont inte´gre´ le marqueur URA3 au locus RPP1,
mais malheureusement aucunes ne pre´sentaient le phe´notype attendu, c’est-a`-dire une absence
de croissance sur milieu glyce´rol, donc un phe´notype respiratoire de´ficient.
6 Le ge`ne RPP1 code-t-il pour le composant prote´ique de la RNase P mito-
chondriale?
6.1 La prote´ine RPP1
Le cadre de lecture du ge`ne RPP1, long de 2415 nucle´otides, code pour une prote´ine putative
de 805 acides amine´s.
Le poids mole´culaire the´orique (89 kDa) de´duit de la se´quence est donc beaucoup trop
important pour eˆtre compatible avec celui du polypeptide associe´ a` l’activite´ de la RNase P
(estime´ a` 63 kDa par e´lectrophore`se sur gel de´naturant). La pre´sence d’un peptide signal
ne´cessaire pour l’entre´e dans la mitochondrie des prote´ines ne peut pas expliquer cette diffe´rence
de taille car ces se´quences “signal” sont ge´ne´ralement de petite taille (2 a` 4 kDa). La comparaison
du point isoe´lectrique the´orique du produit du ge`ne RPP1 et celui mesure´ de la prote´ine P63
purifie´e n’est pas non plus en faveur de l’identite´ du ge`ne RPP1 avec le polypeptide de 63 kDa
purifie´: il est de 10,16 pour la prote´ine RPP1, alors que nous observons un pHi de 5,6 pour le
polypeptide de 63 kDa. La re´partition des acides amine´s basiques est telle que si la prote´ine
RPP1 e´tait clive´e a` un endroit particulier, le pHi ne pourrait jamais atteindre cette valeur de
5,6. L’analyse ge´ne´tique met e´galement fortement en doute l’identite´ du ge`ne RPP1 avec celui
du composant prote´ique de la RNase P mitochondriale; en effet, elle a montre´ que le produit
du ge`ne RPP1 n’est pas indispensable a` la fonction respiratoire de la mitochondrie car on
s’attendrait a` ce que celle-ci soit immanquablement affecte´e en cas de de´faut de maturation des
tRNA mitochondriaux.
La comparaison de la prote´ine RPP1 avec les composants prote´iques des RNase P procary-
otes, (les seuls connus a` l’heure actuelle) ne nous donne pas plus d’indications. En effet, mis a`
part leur caracte`re basique tre`s marque´, ces prote´ines sont de tre`s petites tailles (14 kDa) et
sont assez peu homologues entre elles. Aucun motif re´ellement consensus ne peut eˆtre de´gage´ de
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Figure III.43: Constructions ge´niques des alle`les RPP1 sauvage et interrompu
Les fragments de digestion EcoRI – XbaI re´ve´le´s par les sondes A et B sont repre´sente´s pour le ge`ne
RPP1 sauvage, en haut, et, pour le ge`ne RPP1 mute´, en bas.
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Figure III.44: Inactivation du ge`ne RPP1 dans une souche re´ceptrice IH 1788 diplo¨ıde
ura3
Analyse du DNA des inte´grants apre`s sporulation de la souche. Deux sondes, A et B, sont utilise´es pour
la re´ve´lation des fragments de digestion EcoRI – XbaI. Leur position d’hybridation est pre´cise´e sur la
carte de restriction, ainsi que sur les fragments de digestions de´tecte´s. La digestion EcoRI – XbaI du ge`ne
non interrompu produits deux fragments de 740 et 1265 nucle´otides, re´ve´le´s par les sondes A et B, ainsi
qu’un fragment supple´mentaire non attendu de 4500 nucle´otides. Cette meˆme digestion sur le DNA de
la spore interrompue produit un fragment de 2321 nucle´otides, comme attendu, et toujours le fragment
supple´mentaire de 4500 nucle´otides. La disparition du site XbaI situe´ dans la re´gion interge´nique entre l’
Orf II et le ge`ne RPP1 permet d’expliquer la pre´sence d’un fragment de DNA de cette taille.
A` gauche: Analyse par “Southern” d’une te´trade (Piste H1 a` H4); Piste D: DNA isole´ de la forme diplo¨ıde
de la souche interrompue dont sont issues les quatre spores; Piste L: Marqueur de poids mole´culaire.
A` droite: Analyse par “Southern” du DNA isole´ des formes diplo¨ıdes de cinq levures transforme´es
inde´pendantes. Piste pFL: levure transforme´e par le plasmide pFL 38; Piste L: Marqueur de poids
mole´culaire.
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. . . . . . . .
Rnpa-Miclu ....MLPRDRRVRTPAEFRHLGRT.GTRAGRRTVVV...SVATDPDQTRSTSPSAPRPRAGFVVSK.AVGNAVTRNRVKRR
Rnpa-Strbi ....MLPTENRLRRREDFATAVRR.GRRAGRPLLVVHLRSGATDP...HAPGESAPPTRAGFVVSK.AVGGAVVRNQVKRR
Rnpa-Ecoli MVKLAFPRELRLLTPSQFTFVFQQ.PQRAGTPQITILGR............LNSLGHPRIGLTVAKKNVRRAHERNRIKRL
Rnpa-Promi MVKLAFPRELRLLTPKHFNFVFQQ.PQRASSPEVTILGR............QNELGHPRIGLTIAKKNVKRAHERNRIKRL
Rnpa-Psepu .MSQDFSREKRLLTPRHFKAVFDSPTGKVPGKNLLILAR............ENGLDHPRLGLVIGKKSVKLAVQRNRLKRL
Rnpa-Bacsu ..MSHLKKRNRLKKNEDFQKVFKHGTSVANRQFVLYTLD............QPENDELRVGLSVSKK.IGNAVMRNRIKRL
. . . . . . .
Rnpa-Miclu LRAVVAEQMR.LPPLRDLPVLVQVRALPAAAEADYALLRRETVGALGKALKPHLPAASEHA.........
Rnpa-Strbi LRHLVCDRLSALPP....GSLVVVRALPGAGDADHAQLARDLDAALQRLLGGGTR...............
Rnpa-Ecoli TRESFRLRQHELPAMD.....FVVVAKKGVADLDNRALSEALEKLWRRHCRLARGS..............
Rnpa-Promi AREYFRLHQHQLPAMD.....FVVLVRKGVAELDNHQLTEVLGKLWRRHCRLAQKS..............
Rnpa-Psepu MRDSFRLNQQLLAGLD.....IVIVARKGLGEIENPELHQHFGKLWKRLARSRPTPAVTANSAGVDSQDA
Rnpa-Bacsu IRQAFLEEKERLKEKD.....YIIIARKPASQLTYEETKKSLQHLFRKSSLYKKSSSK............
Figure III.45: Alignement des se´quences des prote´ines de RNase P bacte´riennes
connues
Rnpa-Miclu: Micrococcus luteus (Fujita et al., 1990); Rnpa-Strbi: Streptomyces bikiniensis (Morse
& Schmidt, 1992); Rnpa-Ecoli: Escherichia coli (Hansen et al., 1985); Rnpa-Promi: Proteus mirabilis
(Skovgaard, 1990); Rnpa-Psepu: Pseudomonas putida (Ogasawara & Yoshikawa, 1992); Rnpa-Bacsu:
Bacillus subtilis (Ogasawara & Yoshikawa, 1992).
l’analyse de l’alignement des se´quences connues, mis a` part une petite re´gion basique conserve´e
(fig. III.45), et la recherche d’homologies dans la prote´ine RPP1 avec cette re´gion ne donne aucun
re´sultat convaincant.
Le polypeptide de 63 kDa est capable de fixer de manie`re tre`s efficace des ions zinc. La
possibilite´ pour les prote´ines de fixer de tels ions est souvent lie´e a` la pre´sence dans leur
se´quence de diffe´rents motifs impliquant souvent des re´sidus cyste´ines et histidines pour former des
structures de type “doigts a` zinc” (typique de TFIIIA), de type “zinc twist” — on peut traduire
par “tortillon a` zinc” — (typique des re´cepteurs glucose), de type “zinc cluster” (typique de
la prote´ine GAL4) (Vallee et al., 1991). Ces motifs forment souvent des domaines de fixation
au DNA ou au RNA. La prote´ine RPP1 ne contient que trois re´sidus Cys et douze re´sidus His
totalement disperse´s sur l’ensemble de la se´quence. Ces re´sidus sont donc incapables de former
l’un ou l’autre de ces motifs. Il ne semble donc pas possible que la prote´ine RPP1 puisse fixer
du zinc.
La recherche de motifs de liaisons a` l’ARN a e´galement e´te´ entreprise. Pour cela, nous avons
re´aliser un profil de recherche (programmes “Profile” de GCGC) sur les motifs “RNA binding
domains” RNP A et RNP B d’une compilation d’une trentaine de se´quences correctement aligne´es.
Nous avons soumis la prote´ine RPP1 a` cette “se´quence consensus”, sans trouver d’homologie
significative. Ainsi, la prote´ine RPP1 ne semble pas non plus posse´der de motifs de liaison au
RNA.
188 E´TUDE DE LA RNase P MITOCHONDRIALE DE LEVURE
6.2 La prote´ine RPP1 est-elle importe´e dans la mitochondrie?
Les prote´ines synthe´tise´es dans le cytoplasme et importe´es dans la mitochondrie posse`dent une
extension NH2-terminale contenant l’information ne´cessaire a` leur ciblage dans cet organite.
Ces pre´-se´quences ne re´pondent a` aucune se´quence consensus. Par contre, la majorite´ d’entre-
elles posse`de des proprie´te´s communes d’amphiphilicite´ et de basicite´ (Roise & Schatz, 1988).
L’analyse statistique de 23 pre´-se´quences a sugge´re´ qu’elles peuvent toutes former des he´lices α
amphiphiles charge´es positivement (von Heijne, 1986). L’he´licite´ et le caracte`re amphiphile
permettraient au peptide-signal de s’inse´rer dans la bi-couche phospholipidique membranaire,
puis la prote´ine serait aspire´e dans la mitochondrie sous l’influence du potentiel e´lectrique
(ne´gatif a` l’inte´rieur de l’organite) sur les charges positives de la pre´-se´quence.
L’analyse de la partie NH2-terminale de la prote´ine RPP1 re´ve`le des e´le´ments quelque peu
contradictoires en ce qui concerne les caracte´ristiques communes des pre´-se´quences mitochondri-
ales. En effet, parmi les 26 premiers re´sidus de la prote´ine RPP1, on trouve cinq acides amine´s
charge´s positivement, mais aussi six de charge ne´gative, alors que ces derniers sont ge´ne´ralement
rares dans les se´quences “signal” des prote´ines importe´es dans la mitochondrie. Par contre,
cette meˆme re´gion forme, d’apre`s toutes les pre´dictions de structure secondaire, une he´lice α
qui s’interromp a` partir du re´sidu 24 par une isoleucine, les cinq re´sidus suivants sont pre´dits
comme formant un feuillet β. La repre´sentation he´lico¨ıdale des trentes premiers acides amine´s
montre une re´partition relativement ale´atoire des acides amine´s charge´s, mais il semble y avoir
une se´gre´gation des re´sidus hydrophobes d’un cote´ de l’he´lice (en haut a` droite; figure III.46).
Le calcul du moment hydrophobe (Eisenberg et al., 1984) confirme l’amphiphilicite´ de la re´gion
α-he´lico¨ıdale NH2-terminale de la prote´ine RPP1.
Ces donne´es ne nous permettent cependant pas de conclure si la prote´ine RPP1 est importe´e
ou non dans la mitochondrie. Son extension NH2-terminale n’est pas typique des pre´-se´quences
mitochondriales vu la pre´sence de nombreux re´sidus charge´s ne´gativement, mais le processus
complexe de l’importation des prote´ines dans la mitochondrie souffre de nombreuses exceptions.
En effet, une pre´-se´quence de´signe´e comme non amphiphile dans la repre´sentation he´lico¨ıdale
peut prendre, au contact des micelles phospholipidiques, une structure secondaire diffe´rente lui
confe´rant l’amphiphilicite´ ne´cessaire a` l’interaction avec les membranes (Roise et al., 1988).
Les me´canismes de transport intracellulaire semblent donc plus complexes qu’initialement
imagine´s; l’importation de nombreux pre´curseurs mitochondriaux est stimule´e par des facteurs
cytosoliques, ou ne´cessite, dans certains cas, la pre´sence de prote´ines transportrices place´es a` la
surface de la mitochondrie pre`s des points de contact entre les membranes internes et externes
(Verner & Schatz, 1988).
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Figure III.46: Repre´sentation he´lico¨ıdale de la pre´-se´quence de la prote´ine RPP1
Les re´sidus hydrophobes sont entoure´s.
6.3 La prote´ine RPP1 est fortement charge´es
Avec 28% de re´sidus charge´s, la prote´ine code´e par le ge`ne RPP1 fait partie des prote´ines de
levure fortement charge´es. Avec 12% de re´sidus acides et 16% de re´sidus basiques, la prote´ine
posse`de une charge nette de 20 et un caracte`re basique marque´ (pHi 10,16). La re´partition des
re´sidus charge´s est relativement homoge`ne tout le long de la prote´ine. On peut malgre´ tout noter
une forte concentration de re´sidus charge´s positivement dans la moitie´ COOH-terminale de la
prote´ine avec un exce´dent de charges positives de 35 et une charge nette de 30, alors que les
re´sidus 100 a` 270 sont nettement acides puisque cette re´gion contient un exce´dent de 10 charges
ne´gatives avec une charge nette de -15.
Une telle se´gre´gation des charges le long de la prote´ine est ge´ne´ralement l’apanage des
prote´ines de re´gulation de l’expression ge´ne´tique chez les eucaryotes ou de certaines prote´ines
implique´es dans la re´paration ou la re´plication du DNA. En effet, certains activateurs de la
transcription de levure comme GCN4 (Hinnenbush, 1984) ou HAP2 (Pinkham et al., 1987) se
lient au DNA par l’interme´diaire d’une re´gion d’environ 80 acides amine´s au caracte`re basique
tre`s prononce´. La fonction activatrice des prote´ines re´gulatrices de la transcription sie`ge par
contre ge´ne´ralement dans un ou plusieurs domaines dont la charge est largement ne´gative et pour
lesquels des charges ne´gatives supple´mentaires ont un effet additif sur l’efficacite´ de l’activation
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(Gill & Ptashne, 1988). Ces domaines ne montrent pas d’homologie de se´quence entre eux, mais
une structure en he´lice-α amphiphile semble eˆtre indispensable a` la fonction d’activation.
Les e´le´ments dont nous disposons a` l’heure actuelle ne nous permettent pas de de´finir
qu’elle pourrait eˆtre la fonction de la prote´ine RPP1, mais il est assez e´vident que son caracte`re
globalement basique marque´ (et localement acide) pourrait la faire interagir avec des acides
nucle´iques soit dans un roˆle structural pour former des complexes stables soit dans une fonction
de re´gulation de l’expression ge´ne´tique au sens large du terme.
6.4 Conclusion
Notre objectif a e´te´ de cloner le ge`ne du composant prote´ique de la RNase P mitochondri-
ale de levure. Nous avons purifie´ cet enzyme, pre´pare´ des anticorps dirige´s contre le polypep-
tide de 63 kDa associe´ a` l’activite´ de la RNase P et, crible´ a` l’aide de ces anticorps, une
banque ge´nomique de levure dans un vecteur d’expression. Le ge`ne se´lectionne´ (que nous avons
appele´ RPP1 ) est un ge`ne simple copie dans le ge´nome de la levure. Son cadre de lecture
(2415 nucle´otides) code pour un polypeptide (805 acides amine´s) de masse the´orique 89 kDa.
Cette taille n’est pas du tout compatible avec celle mesure´e sur gel de polyacrylamide de´naturant
pour le polypeptide de la RNase P (63 kDa). Le principal proble`me auquel nous avons e´te´ con-
fronte´ a e´te´ de savoir si la prote´ine RPP1 avait une quelconque relation avec la prote´ine de
la RNase P. En effet, en l’absence de comparaison possible avec les composants prote´iques de
RNase P d’autres eucaryotes supe´rieurs, il e´tait pre´mature´ de tirer des conclusions haˆtives, ce
d’autant plus que cette prote´ine ne posse`de pas d’homologies, meˆme faibles, avec aucune des
prote´ines re´pertorie´es dans les banques de donne´es. La comparaison entre la taille the´orique de
la prote´ine RPP1 et la taille observe´e pour le polypeptide de 63 kDa que nous avons purifie´
n’est pas un crite`re absolu de non identite´, car les proprie´te´s de migration d’une prote´ine sur
un gel de´naturant peuvent eˆtre modifie´es en fonction de sa composition en acides amine´s et par
des modification post-traductionnelles (glycosylation, phosphorylation, etc.) dans le sens d’une
sur-estimation de sa taille comme dans le sens d’une sous-estimation.
Le crite`re ge´ne´tique de correspondance ge`ne–prote´ine est par contre incontournable. En
effet, l’alte´ration chez la levure d’une fonction aussi importante que la maturation des tRNA
mitochondriaux doit obligatoirement entraˆıner des effets qui se re´percutent sur le me´tabolisme
respiratoire. En effet, des cellules incapables de maturer les tRNA mitochondriaux n’ont plus
de synthe`se prote´ique mitochondriale active et de ce fait, deviennent respiratoire-de´ficientes.
L’interruption du ge`ne RPP1 ne permet pas d’observer de phe´notype particulier au niveau de la
croissance des cellules disrupte´es sur milieu de croissance contenant du glyce´rol comme source
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e´nerge´tique. Il semble donc que la disruption du ge`ne RPP1 n’entraˆıne pas d’alte´ration de la
fonction mitochondriale et ni meˆme d’aucune autre fonction cellulaire e´vidente. Si le ge`ne RPP1
est exprime´, il doit l’eˆtre extreˆmement faiblement, car nos anticorps n’ont jamais de´tecte´ d’autres
prote´ines que le polypeptide de 63 kDa dans un extrait brut de levure.
Les autres crite`res que nous avons pu explorer (recherche d’homologies, recherche de motifs
connus pour fixer du RNA comme les motifs RNP ou par l’interme´diaire d’une structure pouvant
complexer du zinc...) vont tous dans le meˆme sens a` savoir que le ge`ne RPP1 ne peut pas coder
pour le composant prote´ique de 63 kDa de la RNase P. Dans le but de cloner le ge`ne de la
prote´ine de 63 kDa par une autre approche, nous avons tente´ a` plusieurs reprises, sur diffe´rentes
pre´parations de la RNase P, et dans diffe´rents laboratoires, le micro-se´quenc¸age de la partie NH2-
terminale de ce polypeptide. Malheureusement, toutes ces tentatives sont reste´es vaines, tre`s
probablement parce que que l’extre´mite´ N-terminale de la prote´ine est bloque´e. Nous n’avions
jamais suffisamment de mate´riel pour pre´parer des fragments de prote´olyse du polypeptide et
obtenir des se´quences internes.
Pourquoi avons-nous se´lectionne´ le ge`ne RPP1 avec nos anticorps dirige´s contre la prote´ine
de la RNase P? L’hypothe`se d’un contaminant de taille similaire au polypeptide de 63 kDa
qui co-migrerait avec lui est certainement la moins plausible, e´tant donne´ les diffe´rences de
taille entre les deux prote´ines. Nous pouvons e´galement envisager l’hypothe`se qu’il existe un
ou plusieurs e´pitopes communs entre le composant prote´ique de la RNase P mitochondriale et
la prote´ine code´e par le ge`ne RPP1 ou que la fusion avec la β-galactosidase cre´e de nouveaux
e´pitopes reconnus par nos anticorps. Cette dernie`re hypothe`se est e´taye´e par l’analyse du produit
de fusion dans les deux autres clones, J et L, que nous avons se´lectionne´ en meˆme temps que ,le
clone K lors du criblage de la banque d’expression. En effet, l’analyse des se´quences en fusion
avec le ge`ne de la β-galactosidase montre que ce qui est reconnu par l’anticorps n’est, en fait,
qu’un polypeptide totalement artificiel de tre`s petite taille (12 kDa et 8 kDa, respectivement)
qui a e´te´ cre´e´ par la fusion. En effet, la zone de DNA que recouvre ce polypeptide est en re´alite´
un interge`ne qui ne peux pas s’exprimer comme une prote´ine. Nos anticorps sont ne´anmoins
capables de les reconnaˆıtre.
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Chapitre IV
CARACTE´RISATION DU RNA DE
LA RNase P MITOCHONDRIALE
DE DIFFE´RENTES LEVURES
A. INTRODUCTION
Dans le chapitre pre´ce´dent, nous avons de´crit l’identification et la caracte´risation des composants
ribonucle´ique et prote´ique de la RNase P mitochondriale de la levure Saccharomyces cerevisiae.
Nous avons vu que le composant ribonucle´ique est essentiel a` l’activite´ de l’enzyme, aussi
bien in vivo que in vitro. Cette proprie´te´ est universelle puisque dans la quasi-totalite´ des
espe`ces e´tudie´es, l’activite´ de la RNase P se trouve associe´e a` la pre´sence d’un RNA. En
ce qui concerne la RNase P de Escherichia coli et de Bacillus subtilis, le RNA est capable
dans certaines conditions in vitro, de catalyser la re´action enzymatique en l’absence totale du
composant prote´ique (Guerrier-Takada et al., 1983; Reich et al., 1988). Le RNA ne manifeste
cette activite´ catalytique que dans des conditions de force ionique tre`s e´leve´e, sugge´rant que
le roˆle du composant prote´ique est de tamponner la re´pulsion e´lectrostatique existant entre le
RNA et son substrat (Reich et al., 1988; Gardiner et al., 1985). In vivo, la prote´ine est toujours
ne´cessaire a` l’activite´ catalytique. Cependant, sa fonction est suffisamment flexible pour que la
partie prote´ique de l’enzyme d’une espe`ce puisse fonctionner en complexe avec le RNA d’une
autre espe`ce (Lawrence et al., 1987b; Kole & Altman, 1979; Nieuwlandt et al., 1991). Une
diffe´rence importante entre le RNA de la RNase P et les autres RNA a` proprie´te´s catalytiques,
par exemple l’intron du RNA ribosomique de Tetrahymena (Kruger et al., 1982), est que le RNA
de la RNase P, comme tous les enzymes prote´iques, est re´ge´ne´re´ apre`s la catalyse, tandis que les
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autres ribozymes identifie´s sont eux-meˆmes modifie´s lors de la catalyse (Marsh & Pace, 1985;
Haselhoff & Gerlach, 1988).
Chez la plupart des organismes eucaryotes e´tudie´s, notamment dans la mitochondrie de
levure, le composant ribonucle´ique, bien qu’il soit essentiel, ne posse`de pas d’activite´ catalytique
en l’absence de la prote´ine. D’autre part, nous avons montre´ que l’inte´grite´ de la mole´cule de
RNA 9S de la RNase P mitochondriale n’e´tait pas indispensable a` l’activite´ de l’enzyme in
vitro. Ces re´sultats soule`vent le proble`me de l’identification des e´le´ments structuraux du RNA
importants pour sa fonction dans le complexe de la RNase P et ce qui constitue une e´tape
primordiale de l’e´tude du me´canisme d’action de la RNase P (Pace & Smith, 1990).
Divers travaux ont e´te´ effectue´s dans le but de mieux comprendre les relations structure-
fonction de ce RNA chez les procaryotes. Les me´thodes utilise´es sont chimiques (Lipson et al.,
1988) ou base´es sur la technique de mutage´ne`se, soit dirige´e (Guerrier-Takada & Altman,
1986; Lawrence & Altman, 1986; Waugh et al., 1989), soit ale´atoire (Lumelsky & Altman,
1988; Guerrier-Takada & Altman, 1992). Ces travaux ont permis de de´montrer qu’il n’est pas
obligatoire d’avoir un RNA intact pour qu’il y ait catalyse du substrat. Des RNA portants
des de´le´tions importantes sont capables d’effectuer le clivage des tRNA pre´curseurs. De plus,
ces e´tudes ont de´montre´ que diffe´rentes re´gions du RNA sont implique´es dans la fixation du
substrat et le clivage de celui-ci. Ainsi, une mutation dans une partie du RNA peut abolir l’une
de ces deux fonctions sans affecter l’autre (Nichols et al., 1988; Shiraishi & Shimura, 1986).
L’une des caracte´ristiques importantes des RNA des RNase P bacte´riennes connues est leur
grande variabilite´ de structure primaire. Cette caracte´ristique a e´te´ utilise´e avec profit pour
e´tablir un mode`le de structure secondaire capable de rendre compte des diffe´rences de se´quence
primaire de ces diffe´rents RNA (James et al., 1988). En effet, la constitution d’un mode`le
de structure secondaire fiable permet d’acce´der de manie`re assez satisfaisante a` la structure
tridimensionnelle des RNA, mais e´galement de rendre compte de la fonction de telle ou telle
structure pre´sente dans le RNA. Ainsi, l’approche phyloge´ne´tique a e´te´ l’une des approches
les plus fructueuses dans ce domaine et a de´ja` e´te´ employe´e pour l’e´lucidation de nombreuses
structures de RNA comme par exemple les RNA ribosomiques (Gutell & Fox, 1988), les introns
du groupe I (Cech et al., 1983; Michel et al., 1989), les petits RNA nucle´aires (Siliciano et al.,
1987).
Dans le but de comprendre pourquoi la pre´sence d’un fragment du RNA 9S dans la
ribonucle´oprote´ine e´tait suffisante pour l’activite´ de la RNase P mitochondriale in vitro, nous
avons clone´ des ge`nes de composants ribonucle´iques de RNase P mitochondriales de diffe´rentes
levures par la technique de la PCR. Notre choix s’est porte´ sur des levures e´volutivement peu
e´loigne´es de la levure Saccharomyces cerevisiae afin que les diffe´rences observe´es au niveau des
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se´quences primaires de ces RNA soient suffisantes pour justifier l’approche phyloge´ne´tique, et,
tenter de mettre en e´vidence les e´le´ments importants de la se´quence dans un mode`le de structure
secondaire.
B. IDENTIFICATIONDUCOMPOSANT RIBONUCLE´IQUE
DE LA RNase P DE LEVURES DU GENRE Kluyveromyces
1 Hybridations par “Southern”
Les DNA mitochondriaux des souches Kluyveromyces bulgaricus GB 1602, Kluyveromyces fragilis
CBS 1558 et Kluyveromyces thermotolerans CBS 6924 ont e´te´ purifie´s, puis hydrolyse´s avec
diffe´rentes enzymes de restriction (Sau3A, TaqI, HpaII, et AluI) et les fragments ge´ne´re´s
se´pare´s sur gel d’agarose (fig. IV.1 A). La comparaison des profils de digestion re´ve`le l’existence
d’un polymorphisme important, aussi bien entre le ge´nome mitochondrial de Saccharomyces
cerevisiae et celui des levures du genre Kluyveromyces qu’entre les diffe´rentes espe`ces de ce meˆme
genre. Le polymorphisme de restriction observe´ entre les espe`ces du genre Kluyveromyces est
particulie`rement inte´ressant puisque la taille de ces ge´nomes est e´quivalentes et leur organisation
ge´ne´tique tre`s semblable.
Apre`s le transfert de ces fragments sur membrane de nitrocellulose, ceux pre´sentant
des homologies avec le ge`ne du RNA 9S de S. cerevisiae ont e´te´ identifie´s par hybridation
avec une sonde de ce ge`ne obtenue par digestion EcoRI – HindIII du plasmide pMA 9S et
marque´e radioactivement par la me´thode de marquage par e´longation d’amorces ale´atoires. Les
re´sultats d’hybridation pre´sente´s dans la figure IV.1 B indiquent que des signaux d’hybridations
spe´cifiques sont trouve´s avec le DNA de la souche te´moin de S. cerevisiae et avec le DNA de la
souche K. thermotolerans et sugge`rent que le ge`ne homologue a` celui du RNA 9S est pre´sent
dans le DNA mitochondrial de K thermotolerans. Mais comme le signal d’hybridation pour ce
DNA apparaˆıt beaucoup plus faible que celui observe´ pour S. cerevisiae, nous pouvons supposer
que la conservation des se´quences entre les deux espe`ces est relativement faible. La se´paration
sur un gel plus re´solutif a permis de pre´ciser, la taille des fragments de restriction portant le
ge`ne du RNA: le ge`ne du RNA 9S hybride avec un fragment Sau3A de 2,6 kb, un fragment TaqI
de 2,2 kb et un fragment HpaII de 3,1 kb de K thermotolerans (fig. IV.2).
En ce qui concerne K. bulgaricus et K. fragilis, la figure IV.1 montre une absence totale
de signal d’hybridation du DNA mitochondrial avec le ge`ne du RNA 9S. Ce re´sultat sugge`re
l’existence d’une divergence de se´quence assez importante entre le RNA 9S et son e´quivalent dans
ces souches. Ne´anmoins, afin de pouvoir mettre en e´vidence un fragment de DNA mitochondrial
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Figure IV.1: De´tection du ge`ne homologue du RNA 9S dans diffe´rentes souches de
levure
A Fragments de DNA mitochondrial dige´re´ par diffe´rents enzymes de restriction, se´pare´s sur gel
d’agarose, puis visualisation par coloration au bromure d’e´thidium.
B Autoradiographie du filtre de nitrocellulose apre`s hybridation avec la sonde pMA9S renfermant le
ge`ne du RNA 9S.
Les diffe´rentes pistes correspondent a`:
Piste 1: DNA mitochondrial de Saccharomyces cerevisiae
Piste 2: DNA mitochondrial de Kluyveromyces bulgaricus
Piste 3: DNA mitochondrial de Kluyveromyces fragilis
Piste 4: DNA mitochondrial de Kluyveromyces thermotolerans
Piste L: E´chelle de taille des fragments (en kb)
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Figure IV.2: De´tection du ge`ne homologue du RNA 9S dans la souche de levure
Kluyveromyces thermotolerans
B Fragments du DNA mitochondrial dige´re´ par diffe´rents enzymes de restriction, se´pare´s sur gel
d’agarose, puis visualisation par coloration au bromure d’e´thidium.
A Autoradiographie du filtre de nitrocellulose apre`s hybridation avec le ge`ne du RNA 9S.
Les diffe´rentes pistes correspondent a`:
Piste 1: DNA mitochondrial de Saccharomyces cerevisiae dige´re´ par Sau3A
Piste 2: DNA mitochondrial de Kluyveromyces bulgaricus dige´re´ par TaqI
Piste 3: DNA mitochondrial de Kluyveromyces fragilis dige´re´ par HpaII
Piste L: E´chelle de taille des fragments (en kb)
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comportant des se´quences meˆme faiblement homologues au RNA 9S, nous avons re´alise´ des
expe´riences d’hybridation dans des conditions de faible stringence (60 ◦C en l’absence de
formamide) permettant le maintien d’hybrides moins spe´cifiques. Pour les DNA de ces deux
souches aucun signal d’hybridation n’a pu eˆtre mis en e´vidence. Ces re´sultats sugge`rent que
la divergence des se´quences de ces ge`nes entre les levures K. bulgaricus et K. fragilis et
S. cerevisiae est nettement plus importante qu’avec celle de K. thermotolerans pour laquelle
un signal d’hybridation est observe´.
2 Strate´gie d’amplification des ge`nes des RNA homologues au RNA 9S des
souches de levure Kluyveromyces
Dans le but de caracte´riser le ge`ne du composant ribonucle´ique de la RNase P mitochondriale
dans des souches du genre Kluyveromyces, nous avons de´veloppe´ une strate´gie d’amplification
enzymatique de ce ge`ne par la technique de la PCR. Chez Saccharomyces cerevisiae, le ge`ne
RPM1 codant pour le RNA 9S est localise´ entre les ge`nes des tRNAMetf et tRNA
Pro qui sont
se´pare´s par environ 2 kb sur le DNA mitochondrial (Hopper & Martin, 1993). L’organisation
ge´ne´tique du DNA mitochondrial est tre`s comparable d’une souche de levure a` l’autre. Ainsi, la
se´quence du DNA mitochondrial de la levure Kluyveromyces lactis (Wilson et al., 1989) montre
la meˆme organisation ge´ne´tique confirmant que les genres Saccharomyces et Kluyveromyces sont
fortement apparente´s (Jacquier & Dujon, 1983). Nous avons donc suppose´ que l’ordre des ge`nes
e´tait conserve´ entre S. cerevisiae et les espe`ces du genre Kluyveromyces que nous avons e´tudie´s,
c’est-a`-dire que le ge`ne du RNA de la RNase P de chacune de ces espe`ces est localise´, comme
chez S. cerevisiae, entre les ge`nes du tRNAMetf et du tRNA
Pro.
Afin d’amplifier par PCR la re´gion situe´e entre ces deux ge`nes, nous avons utilise´ des
oligonucle´otides de synthe`se (note´s oligos) comple´mentaires aux se´quences les plus conserve´es
des ge`nes du tRNAMetf et du tRNA
Pro: la se´quence de l’oligoMetf est 5’ GTAATTGaattCATATTAG-
GCTCATGACCTAA 3’, celle de l’oligoPro est 5’ TCTTTCTCCCAAAGAAAGCttCCTAACC 3’. L’oligoMetf est
comple´mentaire des bases 12 a` 43 du ge`ne du tRNAMetf de K. lactis a` l’exception de quatre
substitutions (aatt / GTAA) permettant la cre´ation d’un site de restriction EcoRI, alors que
l’oligoPro reprend la se´quence du tRNAPro des bases 17 a` 43 avec la substitution / insertion
de deux thymidines a` la place d’un G pour cre´er un site HindIII. Le sche´ma de cette strate´gie
d’amplification est pre´sente´ figure IV.3.
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3 Amplification PCR du ge`ne codant pour le RNA de la RNase P mitochon-
driale de trois espe`ces du genre Kluyveromyces et se´quenc¸age des re´gions
amplifie´es
Dans une premie`re e´tape, nous avons amplifie´ la re´gion du ge`ne RPM1 a` partir du DNA
mitochondrial des souches K. bulgaricus GB 1602, K. fragilis CBS 1558 et K. thermotolerans
CBS 6924. L’analyse des produits d’amplification par e´lectrophore`se sur gel d’agarose a re´ve´le´
un produit unique pour chaque espe`ce. Dans le cas de K. thermotolerans, le fragment amplifie´
e´tait d’environ 680 pb; pour K. bulgaricus et K. fragilis, il e´tait d’environ 320 pb (fig. IV.4).
Les trois produits de la re´action ont e´te´ purifie´s sur gel d’agarose “Nusieve”, puis clone´s dans
pTZ18/19R et se´quence´s.
tRNAfMet Re´gion codante de RPM1 tRNAPro
ﬀ
Synthe`se 2
"Synthe`se1
Produit:
1
3’
5’
2
5’
3’
#
Figure IV.3:Repre´sentation sche´matique de la strate´gie d’amplification du ge`ne RPM1
des levures Kluyveromyces
La re´gion du ge`ne RPM1 situe´e entre les ge`nes de tRNAMetf et tRNA
Pro est amplifie´e par PCR en
utilisant deux oligonucle´otides comple´mentaires des se´quences de ces deux ge`nes de tRNA. Le produit
amplifie´ contient toute la se´quence cerne´e par les amorces (1: oligoMetf et 2: oligo
Pro) ainsi que les
amorces elles-meˆmes, une a` chaque extre´mite´.
Les se´quences nucle´otidiques des fragments de DNA amplifie´s ont e´te´ de´termine´es a` partir
de trois clones inde´pendants pour chacune des souches. Une premie`re analyse a re´ve´le´ que les
se´quences des re´gions amplifie´es de K. bulgaricus et K. fragilis e´taient identiques. Comme chez
S. cerevisiae (Miller & Martin, 1983), ces se´quences sont extreˆmement riches en nucle´otides
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Figure IV.4: Produits d’amplification des TSL des levures Kluyveromyces
Les conditions de la re´action PCR ont e´te´ les suivantes: 30 cycles — de´naturation 1 min a` 94 ◦C;
hybridation 1,5 min a` 37 ◦C; e´longation 2 min a` 72 ◦C — dans le tampon Tris-HCl 10 mM pH 8,4,
MgCl2 2,5 mM, KCl 50 mM, ge´latine 1 mg/ml, en pre´sence de 500 ng de DNA total, 2 µM de chacun des
oligonucle´otides (oligoMetf et oligo
Pro) et 2,5 U de Taq DNA polyme´rase. Les produits d’amplification du
DNA (1/10 de la re´action d’amplification) sont se´pare´s par e´lectrophore`se sur gel d’agarose 1% et re´ve´le´s
par illumination aux rayons UV apre`s coloration au BET. Le marqueur de poids mole´culaire (piste L) est
l’e´chelle 1 kb de BRL.
Piste 1: K. thermotolerans; Piste 2: K. fragilis ; Piste 3: K. bulgaricus.
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001 gaattcatat taggctgatg acctaaacat atacgttcaa ctcgtattat
051 tgctaaaTAA ATAAATTAAT TAAAGTCATA ATATATATTT AATTAATATA
101 ATTAATAATG AATAATATTA TTAATTGCCA CATTTTTACT ATGTAAAAAT
151 GTGGCGATAT AAATAAATGA GATAAATAAT TATTAATTAA ATATATAAAT
201 TATAAATTAT ATATATATAT ATTATATAAT TATATATATA TATATATTGA
251 TTGAAATAAA TATTATAAAT ATGCTTATTA ATTTTATTTA TTATAAcaga
301 tagaggccga agggttagga agctt
Figure IV.5: Se´quence de la re´gion amplifie´e de Kluyveromyces bulgaricus et Kluyveromyces
fragilis
Les se´quences appartenant aux tRNAMetf (nucle´otides 1 a` 57) et tRNA
Pro (nucle´otides 297 a` la fin de la
se´quence) sont en lettres minuscules. Les nucle´otides souligne´s repre´sentent la position d’hybridation des
oligonucle´otides, comple´mentaires aux deux tRNA, employe´s lors de la re´action d’amplification.
A+T. La re´gion amplifie´e de K. thermotolerans, par contre, e´tait non seulement plus longue que
celle des deux autres espe`ces mais aussi plus riche en nucle´otides G+C. Les se´quences obtenues
sont pre´sente´es figures IV.5 et IV.6. Contrairement a` la situation rencontre´e dans le DNA
mitochondrial de S. cerevisiae, les distances nucle´otidiques entre les deux tRNAMetf et tRNA
Pro
sont bien plus courtes sugge´rant que la taille du RNA de la RNase P de ces espe`ces Kluyveromyces
est e´galement plus courte que leur homologue de S. cerevisiae ou que les distances interge´niques
entre les tRNA et celui-ci sont petites. L’hybridation Southern du DNA mitochondrial de ces
espe`ces avec les sondes de DNA amplifie´, a permis de confirmer que ces se´quences e´taient bien
pre´sentes en copies uniques dans le DNA mitochondrial de ces espe`ces. Les trois se´quences ne
montrent qu’une faible homologie ge´ne´rale avec celle du RNA 9S de S. cerevisiae. Cependant,
les deux ge`nes de tRNA qui flanquent cette re´gion sont quasiment identiques a` ces deux meˆmes
ge`nes de S. cerevisiae, indiquant que nous avions effectivement amplifie´ la meˆme re´gion du
ge´nome mitochondrial. Ces re´sultats confirment e´galement ceux obtenus lors des expe´riences
d’hybridation, en ce sens que la se´quence de K. thermotolerans montre une homologie bien plus
importante avec celle de S. cerevisiae que celles de K. bulgaricus et de K. fragilis pour lesquelles
les homologies sont faibles.
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001 gaattcatat taggctgatg acctaattct atacgttcaa atcgtattat
051 tgctaatATT ATATGTATTT ACTCCCTCCT TATTAATTAT AATATAAATA
101 AAAATAAAGA TGGCTATAAT TAATATATAT TATATATATT GGAAAGTCAT
151 AAATATATAA ATTAAAATAT ATTATTAATA TATTTTATAA TAAAGTAATT
201 AATATAAATA ATATAAATTA ATTTGTTATT AACATATAAC AAATTTATAT
251 GGAAATTAAA AGCTTAATAT ATATATATTA TTATATAAGT TTATCATCCC
301 TCCTGTCACA TATATGTATC AGTAGGTATA TATATAAATA TATATATAAA
351 TGATAAAAAT ATGAGTGAAA TATATAATAA TTATATAAAT ATATATATTT
401 ATATAAATAA TAATTATTAT TATACAAAAA TATGCTAATA TATAATATAT
451 ATCCCCACCT TTCCAAACCC CCACTATATC TCAGATGGGG CCTTTCCTAC
501 CCCCCACCGA AGGGGGGGGG GTAAAGGATA ATATTTATAA TGTATGAAAT
551 TTATATACAT GTAATAATAA AGATACCGCC CCCCCGAATG GGGGGGCGGT
601 AAAGGGGAGG TGAATAAAAT ATATATAATA cagatagaag ccaaagggtt
651 aggaagctt
Figure IV.6: Se´quence de la re´gion amplifie´e de Kluyveromyces thermotolerans
Les se´quences appartenant aux tRNAMetf (nucle´otides 1 a` 57) et tRNA
Pro (nucle´otides 631 a` la fin de la
se´quence) sont en lettres minuscules. Les nucle´otides souligne´s repre´sentent la position d’hybridation des
oligonucle´otides, comple´mentaires aux deux tRNA, employe´s lors de la re´action d’amplification.
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4 Analyse du DNAmitochondrial de K. bulgaricus et K. fragilis par hybridation
“Southern”
Comme la re´action PCR est capable d’amplifier un fragment de DNA pre´sent en quantite´ infime,
nous avons voulu ve´rifier que l’identite´ des se´quences amplifie´es de K. bulgaricus et de K. fragilis
ne provenait pas d’une e´ventuelle contamination du DNA mitochondrial d’une espe`ce par celui de
l’autre. Pour ve´rifier que le DNA amplifie´ e´tait pre´sent en quantite´s comparables dans le ge´nome
mitochondrial des deux espe`ces, nous avons hybride´ les DNA mitochondriaux de K. bulgaricus
et de K. fragilis en utilisant le fragment amplifie´ de K. fragilis comme sonde. Cette hybridation,
pre´sente´e figure IV.7, a permis de de´montrer que le ge`ne que nous avions amplifie´ e´tait pre´sent
en quantite´ stœchiome´trique dans le ge´nome mitochondrial des deux espe`ces, ce qui exclut
l’hypothe`se d’une contamination du DNA mitochondrial de l’une des espe`ces par celui de l’autre.
5 Variabilite´ de se´quence entre diffe´rentes souches Kluyveromyces
Apre`s la premie`re se´rie d’amplification re´alise´es a` partir du DNA mitochondrial purifie´, nous
avons proce´de´ a` l’amplification de la meˆme re´gion du ge´nome, cette fois a` partir du DNA total
isole´ de diffe´rentes souches de levures Kluyveromyces fournies par Bernard Dujon de l’Institut
Pasteur. Ceci a permis de confirmer les re´sultats obtenus a` partir du DNA mitochondrial purifie´.
De plus, des diffe´rences de se´quence ont pu eˆtre mises en e´vidence entre ces diffe´rentes souches
Kluyveromyces. L’utilisation de DNA total (DNA nucle´aire plus DNA mitochondrial) n’a eu
aucune influence sur l’efficacite´ et la spe´cificite´ de la re´action d’amplification. La re´gion entre les
ge`nes des tRNAMetf et tRNA
Pro a e´te´ amplifie´e, clone´e et se´quence´e pour chacune des souches
suivantes: K. bulgaricus CBS 5667, GB 1601, et GB 1602; K. fragilis 4C5$=7, CBS 1556, et
CBS 1558; K. thermotolerans CBS 6924. Les se´quences de tous les fragments PCR provenant
de K. bulgaricus et K. fragilis se sont re´ve´le´es identiques exception faite d’une seule re´gion de
la mole´cule correspondant a` la boucle d’une se´quence palindromique. Cette boucle s’est re´ve´le´e
eˆtre variable meˆme dans diffe´rents isolats d’une meˆme espe`ce (fig. IV.8). Cette variabilite´ n’a
aucun effet sur la structure secondaire du RNA, vu que les bases affecte´es se trouvent toutes
dans la boucle d’une structure de type “e´pingle a` cheveux”.
6 Amplification du ge`ne codant pour le RNA de la RNase P mitochondriale
de S. carlsbergensis
Saccharomyces carlsbergensis est une souche de levure e´volutivement tre`s proche de S. cere-
visiae (Jacquier & Dujon, 1983), et dans cette ide´e, il e´tait inte´ressant de connaˆıtre la se´quence
du ge`ne homologue a` celui du RNA 9S en espe´rant que les variations de se´quence observe´es
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Figure IV.7: Mise en e´vidence du ge`ne amplifie´ dans le DNA mitochondrial
Hybridation “Southern” du DNA mitochondrial de K. bulgaricus (piste B) et de K. fragilis (piste F)
en utilisant comme sonde le produit d’amplification PCR de K. fragilis. Chaque piste contient 5 µg de
DNA mitochondrial dige´re´ par Sau3A. L’intensite´ du signal d’hybridation est aussi forte dans le DNA
mitochondrial d’une espe`ce que dans l’autre.
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K.b. GB1601/1602 ATTGCCACATTTTTTACTATGTAAAAATGTGGCAAT
K.b. CBS5667 ATTGCCACATTTTTTACATAGTAAAAATGTGGCGAT
K.f. CBS1558 ATTGCCACATTTTTTACTATGTAAAAATGTGGCAAT
K.f. 4C5$=7/Y610 ATTGCCACATTTTT-ACATAGTAAAAATGTGGCAAT
−→ ←−
Figure IV.8: Variablite´ de se´quence dans une re´gion palindromique
La se´quence palindromique des ge`nes RPM1 de K. bulgaricus (K.b.) et K. fragilis (K.f.) est variable
entre diffe´rentes souches de ces espe`ces. La se´quence pre´sente´e est le palindrome qui commence au 68e`me
nucle´otide apre`s la fin du ge`ne tRNAMetf . Les nucle´otides souligne´s se trouvent dans la boucle de cette
structure en “e´pingle a` cheveux” et sont variables d’une souche a` l’autre. Les lacunes sont repre´sente´es
par des traits. Une transition A / G dans la se´quence K. bulgaricus CBS 5667 est note´e en italique.
soient moins importantes que dans les espe`ces du genre Kluyveromyces. Dans un premier
temps, l’amplification a e´te´ mene´e dans les meˆmes conditions que pre´ce´demment en utilisant
les oligonucle´otides comple´mentaires aux deux tRNA flanquant le ge`ne RPM1. Ces expe´riences
d’amplification n’ont re´ve´le´ aucun fragment amplifie´, meˆme dans des conditions moins strin-
gentes. Un explication de cet e´chec re´side dans le fait que la re´gion situe´e entre les ge`nes du
tRNAMetf et du tRNA
Pro est trop longue pour eˆtre amplifie´e avec efficacite´ par la me´thode
PCR. Nous avons change´ de strate´gie d’amplification: au lieu d’essayer d’amplifier tout le ge`ne,
nous avons raccourci la re´gion cible´e en utilisant a` la place de l’oligonucle´otide “oligoPro”, une
amorce comple´mentaire a` une se´quence hautement conserve´e a` l’extre´mite´ 3’ de tous les RNA
des RNase P connus (oligo 3’ TTAAGCATATTTCTGTAT) (voir § 1.2 p. 135). De cette fac¸on, nous
avons vise´ tout le ge`ne du RNA de la RNase P, a` l’exception de l’extre´mite´ 3’ de sa partie
codante et la re´gion interge´nique entre celle-ci et le ge`ne du tRNAPro.
En nous servant de l’oligonucle´otide comple´mentaire a` la re´gion conserve´e a` l’extre´mite´ 3’
des RNA des RNase P connues, nous avons obtenu une amplification efficace de la majorite´ de
la partie codante du ge`ne codant pour le RNA de la RNase P de S. carlsbergensis. Dans les
conditions utilise´es, deux bandes, l’une repre´sentant un fragment de 0,6 kb, l’autre un fragment
de 1,2 kb, ont e´te´ amplifie´es. Le gel d’agarose montrant ces deux produits d’amplification est
pre´sente´ dans la figure IV.9. Quand la tempe´rature d’hybridation est amene´e a` 42 ◦C (au lieu
de 37 ◦C), la bande de 1,2 kb devient plus faible par rapport a` l’autre bande, mais ne disparaˆıt
jamais comple`tement. Apre`s clonage et se´quenc¸age, nous avons pu montrer que le fragment de
1,2 kb, ne pre´sentait aucune homologie significative avec le ge`ne du RNA 9S. Ce fragment de
1,2 kb doit donc eˆtre conside´re´ comme un produit d’amplification aspe´cifique. Le fragment de
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Figure IV.9: Produits d’amplification du DNA de S. carlsbergensis
Les conditions de la re´action PCR ont e´te´ les suivantes: 35 cycles — de´naturation 1 min a` 94 ◦C;
hybridation 1,5 min a` 37 ◦C; e´longation 3 min a` 72 ◦C — dans le tampon Tris-HCl 10 mM pH 8,4,
MgCl2 2,5 mM, KCl 50 mM, ge´latine 1 mg/ml, en pre´sence de 500 ng de DNA total, 2 µM de chacun
des oligonucle´otides (oligoMetf et oligo 3’) et 2,5 U de Taq DNA polyme´rase. Les produits d’amplification
du DNA sont se´pare´s par e´lectrophore`se sur gel d’agarose 1,5% et re´ve´le´s par illumination aux rayons UV
apre`s coloration au BET. Le marqueur de poids mole´culaire est l’e´chelle 1 kb de BRL.
B. IDENTIFICATION DU COMPOSANT RIBONUCLE´IQUE DE LA RNase P DE
LEVURES DU GENRE Kluyveromyces 207
001 acctaattat atacgttcaa atcgtattat tgctaatAAA TTAATATATA
051 ATATCTCCTT TCTATAAAAA GTATAATAAA ATATATTATA AGAAGAATAT
101 ATTATATAAT ATAATAATTA TATTAATAAT ATTAATAAAT AATATATAAA
151 TAATTATAAA AAAGTATATA ATATTAATCA ATTAATTAAT TAATAAATAT
201 AAATAATATA TTAATTTTTA ATTAATTTGA ATAAGATATT TATATTATTA
251 ATAGGAAAGT CATAAATATA TAAATTATAT TATATAATTA ATATAATAAT
301 AAAATAAATT ATATATTTTA TTTATAATAT TATTTCTTTA TAAGATAAAT
351 ATTATCTAAT TAATAATTAG ATTGAATAAT ATTTATAAAG AAATATATAT
401 AAAAAATCAT TATATAAATT TAATTATAAT TTAAATAAAT TTTATATAAA
451 TTAATATAAT ATTAATAAAG TAATTAGTAT AAATAAATAA TATGAAAATA
501 AAACTTTATA AATATATAAA TATAGTCCGG GCGCGCCCCG CGGGGCGGAC
551 CCCGCAGGAG TCCATATATA TATATTAATA AAAAGTAATA TATATATATA
601 TATTGGAATA GTTATATTAT TATACAGAAA TATGCTTAA
Figure IV.10: Se´quence de la re´gion amplifie´e de Saccharomyces carlsbergensis
La se´quence appartenant au tRNAMetf (nucle´otides 1 a` 37) est en lettres minuscules. Les nucle´otides
souligne´s repre´sentent la position d’hybridation des oligonucle´otides, comple´mentaires du tRNAMetf et
du motif conserve´ situe´ pre`s de l’extre´mite´ 3’ de tous les RNA des RNase P mitochondriales connues,
employe´s lors de la re´action d’amplification.
0,6 kb, par contre, s’est re´ve´le´ tre`s homologue a` la se´quence du ge`ne du RNA 9S de S. cerevisiae.
Sa se´quence est repre´sente´e figure IV.10.
7 Co-fractionnement du RNA code´ par le ge`ne RPM1 avec l’activite´ RNase P
Il e´tait important de ve´rifier que les fragments amplifie´s des DNA mitochondriaux de ces
diffe´rentes levures correspondaient effectivement aux ge`nes du RNA de la RNase P de ces espe`ces.
C’est pourquoi, les mitochondries de K. bulgaricus ont e´te´ isole´es et utilise´es pour effectuer une
purification partielle de la RNase P mitochondriale et ve´rifier que la pre´sence du RNA suivait
l’activite´ enzymatique. Les extraits mitochondriaux ont e´te´ isole´s et fractionne´s sur un gradient
line´aire 10% – 30% de glyce´rol. La distribution de l’activite´ de la RNase P a e´te´ de´termine´e par
mesure de l’activite´ de maturation du pre´curseur de tRNAAsp5′ de 99 nucle´otides ne posse´dant
qu’une extension en 5’ (voir § 2.1 p. 107).
Apre`s identification des fractions contenant l’activite´ RNase P, nous avons extrait le RNA
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pre´sent dans ces fractions et dans plusieurs autres fractions n’ayant pas l’activite´ de maturation.
La distribution du RNA a e´te´ analyse´e par hybridation “Northern” en utilisant comme sonde
le ge`ne du RNA de la RNase P de K. fragilis. Cette sonde re´ve`le un RNA dans les fractions
contenant l’activite´ RNase P, alors qu’aucun signal n’est visible dans les fractions ne contenant
pas cette activite´ (fig. IV.11). La distribution de l’activite´ de la RNase P et la distribution du
RNA correspondent parfaitement, indiquant que nous avons bien clone´ le ge`ne codant pour le
RNA de la RNase P mitochondriale de K. bulgaricus (K. fragilis). La taille de ce RNA est
compatible avec celle the´orique attendue c’est a` dire 230 nucle´otides. La pre´sence d’un fragment
dont la longueur correspond a` celle du RNA entier constitue une diffe´rence majeure avec la
situation observe´e chez S. cerevisiae ou` le RNA qui co-fractionne avec l’activite´ enzymatique
repre´sente seulement les 70 derniers nucle´otides de l’extre´mite´ 3’ du RNA 9S. Le RNA de la
RNase P mitochondriale de K. bulgaricus n’e´tant pas de´grade´ lors de la purification partielle de
l’enzyme, nous n’avons pas pu de´terminer si un fragment de l’extre´mite´ 3’ de ce RNA suffisait
pour l’activite´ RNase P.
8 Alignement des se´quences des RNA des RNase P mitochondriales
Avec les se´quences obtenues dans notre e´tude, nous avons pu re´aliser un alignement global des
parties codantes des ge`nes des RNA de RNase P de´ja` isole´s des levures S. cerevisiae (Miller &
Martin, 1983), S. douglasii (Ragnini et al., 1991), Saccharomycopsis fibuligera (Wise & Martin,
1991), K. lactis (Wilson et al., 1989), Torulopsis glabrata (Clark-Walker et al., 1985). De l’analyse
de cet alignement, pre´sente´ figure IV.12, il ressort imme´diatement que la se´quence de ce RNA
est hautement variable d’une espe`ce a` l’autre, meˆme entre les deux genres apparente´s que sont
Saccharomyces et Kluyveromyces. Sur la base de cet alignement, il apparaˆıt deux classes de
RNA de la RNase P: une premie`re classe regroupant les RNA de S. carlsbergensis, S. cerevisiae,
S. douglasii et K. thermotolerans, la deuxie`me regroupant les RNA de S. fibuligera, K. lactis,
T. glabrata et K. fragilis/bulgaricus. La re´alite´ de ces deux classes est conforte´e par les re´sultats
des expe´riences d’hybridation ou` le ge`ne du RNA 9S de mitochondrie de S. cerevisiae hybride
avec le DNA mitochondrial de K. thermotolerans alors qu’aucune hybridation n’est observe´e
avec les DNA de K. fragilis ou K. bulgaricus. Les se´quences des TSL de K. bulgaricus et
de K. fragilis sont comple`tement identiques, ce qui est en bon accord avec leurs positions
tre`s proches l’une de l’autre dans le diagramme des distances e´volutives entre les espe`ces du
genre Kluyveromyces (Martini & Martini, 1987). D’apre`s ce diagramme, les ge´nomes des espe`ces
K. bulgaricus et K. fragilis ont 98% d’identite´ entre eux. En revanche, la se´quence du RNA
de la RNase P de K. thermotolerans est nettement moins homologue a` ces deux se´quences et
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Figure IV.11: Co-fractionnement du RNA avec l’activite´ RNase P de mitochondrie
de K. bulgaricus
Haut: Distribution des prote´ines dans les fractions du gradient de glyce´rol 10% – 30%. La distribution des
prote´ines dans les fractions a e´te´ de´termine´e par la me´thode de Bradford, 1976. La courbe repre´sente
l’absorbance a` 600 nm. Les fractions contenant l’activite´ enzymatique sont indique´es par la fle`che.
Milieu: Mise en e´vidence de l’activite´ RNase P dans les fractions. 10 µl de chacune des fractions indique´es
ont e´te´ incube´s avec 10000 cpm de pre´curseur du tRNAAsp (pre´-tRNAAsp5′ ) dans les conditions de´crites
pour la de´tection de l’activite´ RNase P mitochondriale de S. cerevisiae. Les produits de cette re´action
sont re´ve´le´s par autoradiographie apre`s e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 10%-8 M ure´e. L’activite´
est pre´sente dans les fractions 12 a` 24 du gradient de glyce´rol.
Bas: Pre´sence du composant ribonucle´ique dans les fractions. Hybridation “Northern” du RNA extrait
des fractions en utilisant comme sonde le fragment PCR de K. fragilis de se´quence identique a` celle
du meˆme fragment obtenu de K. bulgaricus. Cette hybridation re´ve`le un RNA dans toutes les fractions
actives, indiquant que le RNA attendu de la RNase P de K. bulgaricus est pre´sent dans les fractions
contenant l’activite´ de l’enzyme.
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ressemble plutoˆt a` celle de S. cerevisiae. Cette observation est e´galement corre´le´e avec divers
re´sultats indiquant une grande distance e´volutive entre K. thermotolerans et les autres espe`ces
du genre Kluyveromyces et un lien plus fort entre K. thermotolerans et les levures du genre
Saccharomyces (Lachance, 1989; Martini & Martini, 1987; Fuson et al., 1987; Sor & Fukuhara,
1989). Ceci soutient l’hypothe`se que K. thermotolerans est un interme´diaire e´volutif entre les
levures Kluyveromyces et Saccharomyces.
Les se´quences du RNA 9S de S. carlsbergensis, S. cerevisiae et de S. douglasii sont tre`s
apparente´es et ne pre´sentent essentiellement que quelques insertions/de´le´tions dans la re´gion
centrale de ces RNA. Les diffe´rences les plus significatives sont de petites insertions/de´le´tions (1
a` 10 nucle´otides) dans la re´gion centrale du RNA. Le “cluster” de G+C optionnel chez S. cerevisiae
est e´galement pre´sent chez S. carlsbergensis mais absent chez S. douglasii. Meˆme, dans des
re´gions qui ont e´te´ rapporte´es comme e´tant fortement polymorphiques dans diffe´rentes souches
de S. cerevisiae (Miller &Martin, 1983), la se´quence est bien conserve´e. Concernant l’extre´mite´ 3’
du ge`ne, nous n’avons aucune indication quant a` la se´quence chez S. carlsbergensis puisque la
me´thode d’amplification faisant appel a` un oligonucle´otide comple´mentaire d’une re´gion interne
situe´e pre`s de l’extre´mite´ 3’ du ge`ne ne nous a pas permis de l’obtenir. Cependant, comme la
se´quence de l’extre´mite´ 5’ est tre`s fortement homologue a` celle du RNA 9S de S. cerevisiae,
nous pouvons supposer que le meˆme degre´ de conservation existe au niveau de l’extre´mite´ 3’,
d’autant plus que des appariements longues distances doivent avoir lieu entre les deux extre´mite´s
du RNA. Le RNA de la RNase P de K. thermotolerans est par contre plus petit que les trois
autres RNA (S. cerevisiae, S. carlsbergensis et S. douglasii). Malgre´ cela, il conserve une bonne
homologie de se´quence avec ceux-ci. Les diffe´rences se situent essentiellement dans la de´le´tion
de certaines se´quences de la re´gion centrale et de l’extre´mite´ 5’ et la substitution d’un certain
nombre de nucle´otides.
Les autres RNA appartenant a` la seconde classe (S. fibuligera; K. lactis; K. bulgaricus;
T. glabrata) sont par contre tre`s diffe´rents de ceux de la premie`re classe. Leur taille respective
est nettement plus petite (le RNA de la RNase P de S. fibuligera e´tant le plus petit RNA de
RNase P mitochondriale se´quence´ jusqu’a` pre´sent) et le degre´ de conservation de leur se´quence
est faible. En de´pit, des variations de taille qui caracte´risent ces se´quences de DNA, tous ces ge`nes
posse`dent en commun deux re´gions qui pre´sentent des homologies de se´quences importantes avec
tous les RNA des RNase P procaryotes connus. Ces e´le´ments de se´quences qui ont e´te´ conserve´s
au cours de l’e´volution des ge`nes des RNA de RNase P sont deux courtes se´quences pre´sentes
aussi bien chez les eubacte´ries que chez les mitochondries de levure mais e´galement chez les
RNA des RNase P nucle´aires des eucaryotes (tableau IV.1). Ces re´gions conserve´es, l’une situe´e
a` l’extre´mite´ 5’ et l’autre a` l’extre´mite´ 3’ du RNA, sont capables de s’apparier, repliant le RNA
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      1                                                                                                          110
 Sca  ...ATAAATAATATATTAATTTTTAATTAATTTGAATAAGATATTTATATTATTAATAGGAAAGTCATAAAT.ATATAAATTATATTAT.ATAATTAATATAATAATAAA
  Sc  ...TTAAATAATATATTAATTTTTAATTAATTTGAATAAGATATTTATATTATTAATAGGAAAGTCATAAAT.ATATAAATTATATTAT.ATAATTAATATAATAATAAA
  Sd  ...TTAAATAATATATTAA.CTTTAATTTA.TTGAATAAGATATTTATATTATTAATAGGAAAGTCATAAAT.ATATAAATTATATTAT.AT.ATTAATATAATAAT.AA
  Kt  TTAATATATATTATAT.....................................ATATTGGAAAGTCATAAAT.ATATAAATTAAAATAT.ATTATTAATATAT..TTTAT
Sfib  .TTATTTATTTGTT.......................................TTATAGGAAAGTCATAA...AAATATATTT....ATTTT.............ATATA
  Kl  ...TAATATATAAT......................................ATATATAGGAAGTCATA.TT.ATTAATATAATATAATTAATATAAATAATCATAAATA
  Kb  AATAAATAAATTAA............................................TTAAAGTCATAATA.TATATTTAATT...AATATAATTAAT...........
  Tg  TAATATATATTATATAA........................................AGAAAAGTCATAAATAATAATAATATAT..TA.TTATTTAATTAA........
      111                                                                                                        220
 Sca  .ATAAATTATATATTTTATTTATAATATTATTTCTTTATAAGATAAATATTATCTAATTAATAATT.AGATTGAATAATATTTATAAAGAAATATATATAAAAAATCATT
  Sc  .ATAAATTATATATTTTATTTATAATATTATTTCTTTATAAGATAAATATTATCTAA.TAATATTT.ATAAAGAAATATAT..........ATATATATAAAAAGTCATT
  Sd  .ATAAATTATATATTTTATTTATAATATT............GATATATAAAA......AAAAAATTCAT....................................TCATT
  Kt  AATAAA.GTAATTAATATAAATAATATAA.......ATTAATTTGTTATTAACATATAACAAATTTATATGGAA.......................ATTAAAAG.CTTA
Sfib  AATAAATAGCCTAATAATATAAT.......................................................................................
  Kl  ATAATATATAATATATATTTGATATATATAA...............................................................................
  Kb  .....................AATGAATAATATTATTAATTGCCACATTTTTACTATGTAAAAATGTGGCGAT.....................................
  Tg  .............................................................................ATAATAATAATATATT.......TAAATAAATA
      221                                                                                                        330
 Sca  ATATAAATTTAATTATAATTTAAATAAATTT.TATATAAATTAATATAATATTAATAAAGTAATTAGTATAAATAAATAATATGAAAATAAAACTTT.ATAA..ATAT.A
  Sc  ATATAAATTTAATTATAATTTAAATAAATTT.TATATAAATTAATATAATATTAATAAAGTAATTAGTATAAATAAATAATATGAAAATAAAACTTA.ATAA..ATAT.A
  Sd  ATATAAATAAAATTATAATAAAAATAAAAATATATATAAATTAATATAATATTAATAAAGTAATTAGTATAAATAAATAATATGAAAATAAAACTTA.ATAA..ATAT.A
  Kt  ATATATATAT.ATTATTAT....ATAAGTTTAT.CATCCCTCCTGTCACAT.ATATGTATCAGTAGGTATATATATA...................A.ATAT..ATAT.A
Sfib  ...............................................................................................ATAAATA..TATTTA
  Kl  ............................................................................................ATATTAATTA..ATTAAT
  Kb  .......................................................................ATAAATAAATGAGATAAATAATATTAATTAAATATATAA
  Tg  ATATAAAT..AATTA.AATTGAAATATATATTTATTTTAATAA.......................................................AATA..TTAT.A
      331                                                                                                        440
 Sca  TAAATATAGTCCGGGCGCGCCCCGCGGGGCGGACCCCGCAGGAGTCCATATATATATATTA.ATAAAAA...GTAATATATATATATATATTGGAATAGTTATATTATTA
  Sc  TAAATATAGTCC.GGCCCGCCCCGC.GGGCGGACCCCGCAGGAGTCCATATATATATATTA.ATAAAAAAAAGTAATATATATATATATATTGGAATAGTTATATTATTA
  Sd  TAAATATAGTC.................................TATATATATATATATTATATAAAAA...ATAATATATATATATATATTAGAATAGTTATATTATTA
  Kt  TAAATGATAAAAATAT.......................GAGTG.AAATATATAATAATTATATAAAT..ATATATATTTATATAAATAATAATTATTATTA........
Sfib  ATTTCCAAACATTCGG....................................................................ACAATAAAAT................
  Kl  AATAAA................................................................ATATATAATATATATTTGATTGAAATAAAT..........
  Kb  ATTATAAAT...................................TATATATATATATATTATATAATT..ATATATATATATATATTGATTGAAATAAAT..........
  Tg  TATTAATAATATTTTAAA...................................TATAATTAATTAATATAATTAATTATATTATAGTTATATAATA..............
                                             482
 Sca  TACAGAAATATGCTTAA.........................
  Sc  TACAGAAATATGCTTAA.TTATAA.......TATAATATCCA
  Sd  TACAGAAATATGCTTAA.TTATAA.......TATAATATCCA
  Kt  TACAAAAATATGCTTAAATATATAA......TATATATCCCC
Sfib  AACTAAATTATGCTTAT.TATAATAA.....ATAAA......
  Kl  AATATAAATATGCTTA..TATAATAA................
  Kb  ATTATAAATATGCTTAT.TAATTTTATT...TATTATAA...
  Tg  TACATAAATAAGCTTAT.ATATAGTATATAGTATATATATAT
Hélice
terminale Hélice  a -- b Boucle B Hélice  b -- c Boucle C
Hélice  c -- bBoucle C
Hélice  b -- aBoucle BBoucle B
Hélice
terminale
Boucle A
Boucle A
Motif 5' conservé
Motif 3 ' conservé
Figure IV.12: Alignement des se´quences des RNA des RNase P mitochondriale de
levures
Sca: Saccharomyces carlsbergensis; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sd: Saccharomyces douglasii; Kt:
Kluyveromyces thermotolerans; Sfib: Saccharomycopsis fibuligera; Kl: Kluyveromyces lactis; Kb:
Kluyveromyces bulgaricus; Tg: Torulopsis glabrata.
L’emplacement moyen des e´le´ments de structure secondaire de ces RNA sur la se´quence est pre´cise´ au
moyen: de barres noires et grise´es pour les appariements a` longue distance formant des structures en
he´lice; de fle`ches qui de´limitent les boucles A, B et C. Le rapprochement des extre´mite´s 5’ et 3’ forme
une he´lice par appariement longue distance des se´quences note´es en italique. Les se´quences des deux
motifs conserve´s dans l’e´volution sont note´es en gras.
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sur lui-meˆme pour former une structure de type “pseudo-nœud” (Pace & Smith, 1990; Forster
& Altman, 1990) selon le mode`le de struture secondaire des RNA bacte´riens propose´ par James
(James et al., 1988).
Toute la se´quence situe´e entre ces deux motifs est extreˆmement variable, ce qui sugge`re qu’il
n’existe pas d’autres contraintes e´volutives sur ce RNA que celles de conserver les se´quences des
motifs et de les garder pre`s des extre´mite´s du RNA. Il est donc fort probable que les deux re´gions
conserve´es jouent un roˆle important dans la fonction biologique du RNA. Les divergences dans
la re´gion situe´e entre ces deux motifs implique que la se´quence de cette re´gion centrale n’est pas
soumise a` une pression se´lective particulie`re. Mais, comme nous le verrons dans le paragraphe
suivant, le “squelette” de structure secondaire semble eˆtre globalement conserve´.
9 Conservation de la structure secondaire des RNA des RNase P mitochon-
driales de levure
L’alignement de se´quence que nous pre´sentons (fig. IV.12) n’est pas uniquement base´ sur les
homologies de structure primaire de ces RNA. En effet, mis a` part les deux blocs de se´quence
e´volutivement conserve´s qui s’alignent facilement entre eux, la richesse en nucle´otides A+T, la
grande variation de la taille de ces RNA, et l’absence de conservation stricte dans la se´quence
primaire posent un certain nombre de difficulte´s pour e´tablir un alignement cohe´rent.
Cet alignement a e´te´ e´tabli dans l’espoir de pouvoir proposer un mode`le de structure
secondaire commun a` tous ces RNA tenant compte des changements compensatoires, soit a`
longue distance, soit a` courte distance dans les re´gions pouvant s’apparier (recherche de co-
variations au sein de la se´quence). D’autre part, nous nous sommes appuye´s sur le mode`le de
structure secondaire propose´ par James (James et al., 1988) e´tabli pour les RNA des RNase P
bacte´riennes sur la base d’une analyse phyloge´ne´tique. Dans ce mode`le, le bloc 5’ conserve´ se
trouve localise´ dans la boucle me´diane B, alors que le bloc 3’ conserve´ se trouve dans la boucle
infe´rieure A (voir figure IV.13). Ces deux se´quences peuvent faire un appariement a` longue
distance pour former une structure de type “pseudo nœud”. D’autre part, les trois domaines A,
B et C sont connecte´s par des he´lices conserve´es, et les extre´mite´s 3’ et 5’ du RNA se rassemblent
en un appariement formant une autre he´lice. Dans ce mode`le, les variations de taille du RNA
d’une bacte´rie a` l’autre se trouvent en ge´ne´ral rejete´es dans les boucles pour former des structures
additionnelles en forme d’“e´pingles a` cheveux”.
Notre alignement qui tient compte de l’ensemble de ces e´le´ments, nous a permis de construire
un mode`le de structure secondaire ayant un squelette comparable a` celui des RNA des RNase P
bacte´riennes. Nous pre´sentons un mode`le de structure secondaire pour le RNA de K. thermotol-
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Bloc 5’ Bloc 3’
Bacte´ries
E. coli AGGAAAGUCCGGGCU ACAG-AACCCGGCUUA
S. typh. AGGAAAGUCCGGGCU ACAG-AACCCGGCUUA
B. stearo. AGGAAAGUCCAUGCU ACAG-AACAUGGCUUA
B. subtilis AGGAAAGUCCAUGCU ACAA-AACAUGGCUUA
Bact. thermophiles
Th. aquat. AGGAAAGUCCGGGCA ACAG-AACCCGGCUUA
De. radio. AGGAAAGUCCGGGCA ACAG-AACCCGGCUUA
Thermo. mar. AGGAAAGUCCGGACU ACAG-AAUCCGGCUUA
Thermo. nea. AGGAAAGUCCGGACU ACAG-AAUCCGGCUUA
Archaebacte´ries
H. volcanii AGGAAAGUCCCCCCA ACAG-AAGGGGGCUUA
S. solfatar. AGGAAACUCCAG GCUGGGUU
Mitochondries
S. cer. AGGAAAGUC-AUAAA ACAGAAAUAUG-CUUA
S. carl. AGGAAAGUC-AUAAA
S. doug. AGGAAAGUC-AUAAA ACAGAAAUAUG-CUUA
T. glab. AGAAAAGUC-AUAAA ACAUAAAUAAG-CUUA
K. ther. TGGAAAGUC-AUAAA ACAAAAAUAUG-CUUA
K. b/f. TT-AAAGUC-AUAAU UUAUAAAUAUG-CUUA
K. lact. AGG-AAGUC-AUAUU AUAUAAAUAUG-CUUA
Eucaryotes
H. sapiens GGGAAGGUCUGAGAC ACCCAAUUCAGACUAC
X. laevis GGGAAGGUCUGAGAT ACCCAAUUCAGACUAC
S. cer. nucl. GGGAAAUUCGGUGGA ACCCGAUACCGAUUAC
Sc. pombe nucl. GGUAAGGUCGGAGAA ACUCGAUUCCGACUAA
RNase MRP
H. sapiens GGGAAAGUCCCCGGA AACCACACGGGGCUCA
M. musculus GGGAAAGUCCCCGGA AACCACACGGGGCUCA
Tableau IV.1: Alignements des deux blocs conserve´s dans les RNA des RNase P et
RNase MRP
Se´quences bacte´riennes: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus stearothermophilus, Bacil-
lus subtilis (James et al., 1988).
Se´quences bacte´ries thermophiles: Thermus aquaticus, Deinococcus radiodurans, Thermotoga mar-
itima, Thermotoga neapolitana (Brown et al., 1993) Se´quences archaebacte´riennes: Haloferax volcanii
(Nieuwlandt et al., 1991), Sulfolobus solfataricus (Darr et al., 1992).
Se´quences mitochondriales: Saccharomyces cerevisiae (Miller & Martin, 1983), Saccharomyces carlsber-
gensis (ce travail), Saccharomyces douglasii (Ragnini et al., 1991), Torulopsis glabrata (Clark-Walker
et al., 1985), Kluyveromyces thermotolerans, K. fragilis/bulgaricus (ce travail), K. lactis (Wilson
et al., 1989).
Se´quences eucaryotes: Homo sapiens (Bartkiewicz et al., 1989), Xenopus leavis (Doria et al., 1991),
Saccharomyces cerevisiae (Lee et al., 1991), Schizosaccharomyces pombe (Zimmerly et al., 1990).
Ribonucle´ase MRP: Homo sapiens (Gold et al., 1989), Mus musculus (Chang & Clayton, 1989).
Les nucle´otides souligne´s des blocs 5’ et 3’ peuvent s’apparier pour former une structure de type “pseudo-
nœud”
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Figure IV.13: Repre´sentation du “core” conserve´ des structures secondaires des RNA
des RNase P bacte´riennes (d’apre`s Brown et Pace, 1991)
Seuls les nucle´otides pre´sents dans tous les RNA sont note´s en clair. Les nucle´otides variables sont indique´s
par des ronds pleins (•).
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Figure IV.14:Mode`le de structure secondaire du RNA de la RNase P mitochondriale
de la levure Kluyveromyces thermotolerans
Les appariements canoniques (Watson-Crick) propose´s sont repre´sente´s par un trait reliant chaque
nucle´otide d’une paire apparie´e sauf dans les he´lices dessine´es proches de l’horizontalite´ ou` le trait est
absent. Les se´quences comple´mentaires relie´es s’apparient pour former une structure de type “pseudo-
nœud” qui pourrait eˆtre le sie`ge de la re´action catalytique. Cette structure est conserve´e tout au long de
l’e´volution des RNA des RNase P, des procaryotes aux eucaryotes supe´rieures.
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Figure IV.15: Mode`le de structure secondaire du RNA de la RNase P mitochondriale
de la levure Kluyveromyces bulgaricus
Les appariements canoniques (Watson-Crick) propose´s sont repre´sente´s par un trait reliant chaque
nucle´otide d’une paire apparie´e sauf dans les he´lices dessine´es proches de l’horizontalite´ ou` le trait est
absent. Le point gras (•) repre´sente les appariements non-canoniques. Les se´quences comple´mentaires
relie´es s’apparient pour former une structure de type “pseudo-nœud” qui pourrait eˆtre le sie`ge de la
re´action catalytique. Cette structure est conserve´e tout au long de l’e´volution des RNA des RNase P, des
procaryotes aux eucaryotes supe´rieures.
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Figure IV.16:Mode`le de structure secondaire du RNA de la RNase P mitochondriale
de la levure Kluyveromyces lactis
Les appariements canoniques (Watson-Crick) propose´s sont repre´sente´s par un trait reliant chaque
nucle´otide d’une paire apparie´e sauf dans les he´lices dessine´es proches de l’horizontalite´ ou` le trait est
absent. Le point gras (•) repre´sente les appariements non-canoniques. Les se´quences comple´mentaires
relie´es s’apparient pour former une structure de type “pseudo-nœud” qui pourraient eˆtre le sie`ge de la
re´action catalytique. Cette structure est conserve´e tout au long de l’e´volution des RNA des RNase P, des
procaryotes aux eucaryotes supe´rieures.
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erans (fig. IV.14), le RNA de K. bulgaricus/fragilis (fig. IV.15), le RNA de K. lactis (fig. IV.16).
Ces mode`les conservent par rapport a` la structure minimale partage´e par l’ensemble des
RNA des RNase P bacte´riennes (fig. IV.13) un certain nombre d’e´le´ments:
• les trois boucles A, B, C dont les tailles peuvent eˆtre assez variables;
• les he´lices qui joignent ces boucles;
• les motifs 5’ et 3’ conserve´s pouvant former une structure en “pseudo-nœud” localise´es
respectivement dans les boucles B et A.
Les structures forme´es par des appariements a` courte distance comme les “e´pingles a`
cheveux” ne sont, par contre, pas du tout conserve´es, et rendent compte de la disparite´ de
la taille de ces RNA. Dans tous les cas, la conservation dans les boucles A et B des deux
blocs de se´quence conserve´s, conforte l’hypothe`se que ces se´quences jouent un roˆle fondamental
dans la fonction du RNA, notamment dans la catalyse enzymatique. Ces deux blocs ne sont-ils
importants que pour former une structure en “pseudo nœud”, au sein du RNA, ou alors est-ce la
se´quence elle-meˆme de chacun des deux blocs, peut-eˆtre en conjonction avec cette structure en
“pseudo nœud”, qui est importante? Nous ne pouvons re´pondre, mais il est suˆr que le reste de la
mole´cule n’a pas une aussi grande importance pour la fonction, comme cela a e´te´ de´montre´ pour
les RNA des RNase P procaryotes. Cette ide´e est conforte´e par la richesse en nucle´otides A+T du
reste de la mole´cule qui a certainement un effet ne´gatif sur la stabilite´ globale du RNA. Il est
possible que le(s) composant(s) prote´ique(s) joue(nt) un roˆle capital dans la stabilisation de la
structure active du RNA. Une telle hypothe`se expliquerait pourquoi le RNA seul est incapable
d’avoir une fonction catalytique in vitro.
La construction d’un RNA minimal fonctionnel est donc the´oriquement faisable. En cela
la nature l’a pratiquement de´ja` re´alise´ avec le RNA de Saccharomycopsis fibuligera qui, avec
ses 140 nucle´otides, pre´sente l’ensemble des structures de base e´nonce´es plus haut, mais avec le
minimum de nucle´otides (fig. IV.17).
C. CONCLUSION
Nous avons carate´rise´ le composant ribonucle´ique de la RNase P mitochondriale de quatre
espe`ces diffe´rentes de levure par amplification enzymatique de leur ge`ne et par se´quenc¸age. Les
se´quences de ces RNA se sont re´ve´le´es tre`s variables, a` l’exception de deux courtes re´gions
conserve´es dans les RNA de RNase P mitochondriales que nous avons e´tudie´s. Ces deux re´gions
sont capables de s’apparier dans une structure en “pseudo-nœud” et repre´sentent un e´le´ment
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Figure IV.17: Mode`le de structure secondaire minimal des RNA des RNase P mito-
chondriales de diffe´rentes levures
Ce mode`le est base´ sur la struture secondaire de Saccharomycopsis fibuligera (Nancy Martin,
communication personnelle)
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de structure tertiaire conserve´ aussi bien chez les eubacte´ries que chez les mitochondries de
levure. La variabilite´ de la re´gion entre ces deux blocs sugge`re que, s’il existe des contraintes
e´volutives sur cette re´gion, elles ne se sont excerce´es que pour maintenir un squelette de structure
secondaire ou tertiaire permettant de pre´senter ces deux blocs dans une ge´ome´trie ade´quate. Les
mode`les de structure secondaire que nous proposons semblent appuyer cette hypothe`se. En
effet, le meˆme agencement des structures est pre´sent pour chacun des RNA avec une grande
ressemblance par rapport au mode`le bacte´rien e´tablis e´galement sur des bases d’une analyse
phyloge´ne´tique des se´quences des RNA. Les mode`les des RNA mitochondriaux, renforcent l’ide´e
du peu d’importance de l’ensemble de la mole´cule de RNA par rapport a` ces e´le´ments particuliers
que sont les blocs de se´quence conserve´e. Ils constituent certainement un e´le´ment de structure
qui joue un roˆle important pour la fonction du RNA dans le complexe de la RNase P. Ce roˆle
est en toute probabilite´ plus important que la fonction du reste du RNA.
Par contre, chez les mitochondries de S. cerevisiae, le RNA qui co-fractionne avec l’activite´
RNase P ne renferme que les 70 derniers nucle´otides de l’extre´mite´ 3’ du RNA 9S incluant le bloc
3’ conserve´. Il semblerait donc que cette courte re´gion soit suffisante a` l’activite´ de la RNase P,
du moins in vitro. Nous n’avons pas pu mettre en e´vidence la partie 5’ du RNA dans les fractions
actives de S. cerevisiae, soit parce qu’elle n’est pas pre´sente, soit parce qu’elle se trouve dans un
fragment trop petit pour eˆtre de´tectable.
Le mode`le de structure secondaire que nous proposons n’est qu’une base de travail, il reste
a` de´montrer sa re´alite´ structurale et fonctionnelle. Ne´anmoins, il est inte´ressant de constater
que dans la totalite´ des RNA de RNase P mitochondriale connus, on retrouve le meˆme squelette
de base, quelque soit la taille de ce RNA (qui est variable de 140 nucle´otides pour le RNA de
la RNase P de Saccharomycopsis fibuligera (Wise & Martin, 1991), a` 490 nucle´otides pour le
RNA 9S de S. cerevisiae). La stabilite´ intrinse`que peu importante de cette structure (a` cause
de la grande richesse en nucle´otides A+T), conduit a` envisager pour le composant prote´ique une
fonction de “RNA chaperonine”, c’est-a`-dire de stabilisation et de protection de la structure
du RNA ou d’une partie de celle-ci. Bien suˆr, si on admet qu’un RNA aussi petit que 70
nucle´otides est suffisant pour l’activite´ de la RNAse P, le roˆle du composant prote´ique ne s’arreˆte
certainement pas la` et d’autres fonctions ont pu eˆtre acquises, comme par exemple, ame´nager le
site catalytique dont l’e´le´ment moteur serait le RNA.
Chapitre V
E´TUDE DE LA 3’ pre´-tRNase
MITOCHONDRIALE
A. INTRODUCTION
Lors de notre e´tude de la RNase P mitochondriale de levure, nous avons pu mettre en e´vidence
dans des fractions prote´iques mitochondriales faiblement purifie´es, une activite´ endonucle´asique,
co-fractionnant avec la RNase P, mais, diffe´rente de celle-ci. Cette activite´ n’est de´tecte´e
qu’avec un pre´curseur de tRNA posse´dant a` la fois une extension en 5’ et une extension en 3’.
Curieusement, l’activite´ de cet enzyme clivant l’extension 3’ ne se manifeste qu’apre`s le clivage
de l’extension 5’ par la RNase P. En fait, nous avions mis en e´vidence l’activite´ endonucle´asique
intervenant dans la maturation des pre´curseurs de tRNA mitochondriaux au niveau de leur
extre´mite´ 3’. Nous avons appele´ ce nouvel enzyme, la 3’ pre´-tRNase mitochondriale.
La maturation des pre´curseurs de tRNA en 3’ est beaucoup moins bien connue que celle en
5’ effectue´e par la RNase P. Les travaux les plus complets ont e´te´ effectue´s chez les procaryotes
ou` plusieurs nucle´ases capables de de´grader/maturer l’extre´mite´ 3’ des pre´curseurs de tRNA
ont e´te´ identifie´es (Deutscher, 1990; Kole & Altman, 1982; Apirion, 1983). Il est ge´ne´ralement
admis que la maturation en 3’ des tRNA chez les procaryotes fait appel a` au moins deux
e´ve`nements nucle´olytiques, un clivage endonucle´olytique de l’extension 3’ a` une certaine distance
de l’extre´mite´ 3’ du tRNA mature, suivi par une digestion exonucle´asique des nucle´otides
restant pour former le tRNA mature (Kole & Altman, 1982). Cependant, aucune des nucle´ases
caracte´rise´es, agissant au niveau de l’extre´mite´ 3’ des tRNA chez E. coli, n’est re´ellement
essentielle pour la biosynthe`se des tRNA (Zaniewski et al., 1982). En effet, plusieurs enzymes
peuvent agir de concert: Deutscher et collaborateurs ont compare´ l’action des RNase II et
RNase D dans leur capacite´ a` maturer l’extre´mite´ 3’ des tRNA et ont trouve´ que la RNase D
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qui est une endonucle´ase, est capable de ge´ne´rer une extre´mite´ 3’ mature correcte alors que la
RNase II, qui est une exonucle´ase, enle`ve un a` deux nucle´otides supple´mentaires de la se´quence
codante (Cudny & Deutscher, 1980). Ces nucle´otides e´limine´s par la RNase II, peuvent ensuite
eˆtre reconstitue´s par la tRNA nucle´otidyl-transfe´rase. Cependant, des mutants n’ayant plus
cet enzyme fonctionnel ne pre´sentent pas d’alte´rations notables de la maturation des tRNA
(Deutscher et al., 1977). Il est clair que d’autres enzymes doivent e´galement intervenir.
Chez les eucaryotes, un certain nombre de travaux sugge`re que l’e´limination de l’extension
3’ des pre´curseurs de tRNA est re´alise´e par l’action d’une endonucle´ase spe´cifique. Dans des
extraits de ve´sicules germinales de Xenopus laevis, une endonucle´ase est capable de maturer
in vitro l’extre´mite´ 3’ d’un pre´curseur de tRNAAla de Bombyx mori (Garber & Altman, 1979;
Hagenbu¨chle et al., 1979). D’autre part, la micro-injection dans des oocytes de X. laevis d’un
pre´curseur du tRNAMeti humain portant une extension 3’ de 800 nucle´otides, a montre´ que celui-
ci e´tait mature´ in vivo par une endonucle´ase produisant un tRNAmature en 3’ et une extension 3’
intacte (Adeniyi-Jones et al., 1984). Depuis lors, cette activite´ a e´te´ purifie´e et caracte´rise´e de
manie`re plus approfondie (Castan˜o et al., 1985). Elle fonctionne comme un polypeptide unique
de 97,4 kDa et ne ne´cessite pas la pre´sence d’un co-facteur ribonucle´ique. Chez la drosophile,
l’activite´ endonucle´asique spe´cifique de la maturation en 3’ des tRNA semble eˆtre comparable a`
celle de X. laevis (Frendewey et al., 1985).
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, des transcrits du ge`ne SUP4-o s’e´tendant bien au
dela` de leur site de terminaison normal (formant des pre´-tRNA avec de longues extensions 3’), ne
sont pas mature´s pour produire un tRNA suppresseur fonctionnel ce qui sugge`re que les longues
extensions 3’ sont capables d’inhiber la formation d’extre´mite´s 3’ matures (Allison & Hall, 1985).
Cependant, des expe´riences utilisant des pre´curseurs de tRNA artificiels indiquent que les noyaux
de levure renferment une activite´ capable d’enlever les longues extensions 3’ des tRNA, a` la fois
in vitro et in vivo. L’analyse sur gel des produits mature´s dans des extraits nucle´aires montre que
cette activite´ clive les pre´curseurs de tRNA quelques nucle´otides en aval du site d’addition du
-CCA, ne´cessitant une activite´ exonucle´asique supple´mentaire pour pre´parer le tRNA a` l’e´tape
finale d’addition du triplet CCA. L’analyse du profil de maturation des pre´curseurs dime´riques
de tRNA nucle´aires montre qu’une activite´ exonucle´asique est implique´e dans la maturation des
extre´mite´s 3’ des tRNA chez S. cerevisiae et chez S. pombe (Kjellin-Straˇby et al., 1984; Engelke
et al., 1985; Willis et al., 1986). De nombreuses e´vidences (in vivo et in vitro) sugge`rent qu’une
exonucle´ase 3’ → 5’ est responsable de l’e´limination des se´quences restant en aval du tRNA,
apre`s coupure par la RNAse P (Straˇby, 1988; Piper & Straˇby, 1989; Warner, 1989). Cependant,
une activite´ supple´mentaire semble eˆtre ne´cessaire pour produire des tRNA matures dans le
noyau de la levure.
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Dans la mitochondrie de levure, les pre´curseurs de tRNA sont ge´ne´ralement polycistroniques.
Les tRNA peuvent eˆtre transcrits, associe´s a` des rRNA, tRNA, mRNA ou au RNA de la RNase P,
et les extensions 3’ peuvent eˆtre relativement longues.
Dans notre laboratoire, Re´my Bordonne´ a de´montre´ par l’analyse des produits de tran-
scription mitochondriaux que les tRNA matures sont ge´ne´re´s par une se´rie de clivages en-
donucle´olytiques pre´cis au niveau des extre´mite´s 5’ et 3’ des se´quences de tRNA (Bordonne´
et al., 1987). L’accumulation dans un mutant “petite” (1H1263), de pre´curseurs mature´s a`
l’extre´mite´ 3’ mais posse´dant des extensions en 5’ (cette souche ne posse`de pas le ge`ne RPM1
codant pour le RNA 9S et donc pas de RNase P fonctionnelle) indique que la maturation en
3’ des pre´curseurs de tRNA est re´alise´e par une endonucle´ase spe´cifie´e par le ge´nome nucle´aire.
En effet, cette maturation est re´alise´e dans le mutant de de´le´tion 1H1263 de manie`re identique
a` celle observe´e dans la souche sauvage. Ceci implique qu’aucun produit code´ par le ge´nome
mitochondrial n’est ne´cessaire pour le clivage a` l’extre´mite´ 3’ des tRNA et que cette activite´
ne ne´cessite pas de synthe`se prote´ique mitochondriale. Des expe´riences de cartographie a` la
nucle´ase S1 et d’extension a` la re´verse transcriptase n’ont pas montre´ l’existence d’autres sites
de clivage en dehors des extre´mite´s 5’ et 3’ des tRNA (Bordonne´ et al., 1987).
C’est dans ce contexte que nous avons aborde´, par une approche biochimique, l’e´tude des
me´canismes de la maturation de l’extre´mite´ 3’ des pre´curseurs de tRNA de mitochondrie de
levure. En utilisant comme substrats des pre´curseurs de tRNA synthe´tise´s in vitro, nous avons
caracte´rise´ et partiellement purifie´ une activite´ endonucle´olytique capable de maturer l’extre´mite´
3’ des pre´curseurs de tRNA a` la position du site d’addition du -CCA.
B. CARACTE´RISATION DE L’ENZYME
1 Substrats et de´tection de l’activite´ de la 3’ pre´-tRNase
1.1 Les substrats
Les substrats que nous avons utilise´s pour la de´tection de l’activite´ endonucle´olytique de cet
enzyme sont les suivants (leur construction a e´te´ de´taille´e dans le chapitre III § 2.1, p. 107):
• un pre´curseur de tRNAAsp de 72 nucle´otides posse´dant deux extensions, une en 5’ de
27 nucle´otides et une en 3’ du tRNA de 54 nucle´otides (fig. III.4, p. 108);
• un pre´curseur de tRNAAsp ayant l’extension 3’ seule (fig. V.1);
• un pre´curseur dime´rique tRNALeu–tRNAGln de 187 nucle´otides (fig. V.2, p. 224).
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Figure V.1: Structure du pre´curseur de tRNAAsp posse´dant une extension en 3’ seule
obtenu par transcription in vitro de son ge`ne (“run off” SspI)
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Figure V.2: Structure du pre´curseur dime´rique de tRNALeu et tRNAGln
Le tRNAGln (70 nucle´otides) est libe´re´ par l’action de la RNase P. Le tRNALeu (82 nucle´otides) est
libe´re´ par l’action de la 3’ pre´-tRNase. Les deux tRNA sont se´pare´s par une se´quence mitochondriale de
33 nucle´otides.
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1.2 De´tection de l’activite´
Le substrat radioactif obtenu par transcription in vitro (environ 0,2 a` 1 pmoles) a e´te´ incube´
avec les prote´ines mitochondriales partiellement purifie´es sur gradient de glyce´rol (0,1 a` 1 µg),
dans le milieu re´actionnel (25 ou 50 µl) contenant Tris-HCl 50 mM pH 7,5, MgCl2 5 mM,
DTT 1 mM pendant 15 a` 20 min a` 37 ou 42 ◦C. Les produits de la re´action ont e´te´ se´pare´s
par e´lectrophore`se sur gel de polyacrylamide 10%-8 M ure´e et identifie´s par autoradiographie.
La de´termination de la taille des diffe´rents fragments de RNA montre que les produits de la
maturation par la 3’ pre´-tRNase sont tout a` fait similaires aux tailles pre´dites pour l’extension
3’ et le tRNA mature.
D’autre part, les produits re´actionnels obtenus avec le pre´curseur dime´rique tRNALeu–
tRNAGln sont ceux attendus selon que l’on fait agir la RNase P ou la 3’ pre´-tRNase (fig. V.3). La
3’ pre´-tRNase ge´ne`re le tRNALeu de taille mature et le tRNAGln avec une extension 5’ (piste B)
alors que la RNase P ge´ne`re le tRNAGln de taille mature et le tRNALeu avec une extension
3’ (piste A). Ce re´sultat illustre le mode d’action endonucle´olytique spe´cifique et pre´cis de la
3’ pre´-tRNase.
2 Origine nucle´aire de la 3’ pre´-tRNase
Nous avons pre´pare´ un extrait brut re´actionnel mitochondrial a` partir de la souche sauvage de
levure SM202 (ρ+), et a` partir d’un mutant ρ−, de´ficient en synthe`se prote´ique mitochondriale.
Le mutant de de´le´tion ρ− 1H1263 utilise´ est de´ficient en activite´ RNase P car il ne posse`de pas
le ge`ne RPM1 codant pour le RNA 9S.
L’extrait brut mitochondrial a e´te´ pre´cipite´ au sulfate d’ammonium a` 60% de saturation,
et les prote´ines pre´cipite´es ont e´te´ reprises dans le tampon HMGEDP (HEPES 25 mM pH 7,6,
MgCl2 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 0,5 mM, PMSF 0,5 mM, glyce´rol 10%), puis fractionne´es par
centrifugation sur gradient de glyce´rol 10% – 30%. La figure V.4 pre´sente les re´sultats obtenus
avec les prote´ines mitochondriales de la souche 1H1263, en utilisant le pre´curseur de tRNAAsp
ayant uniquement une extension en 3’ comme substrat pour la de´tection de la 3’ pre´-tRNase.
Ce re´sultat indique que la 3’ pre´-tRNase est un enzyme code´ par le noyau, puisque son activite´
est de´tectable dans le mutant 1H1263 qui est de´ficient en synthe`se prote´ique mitochondriale.
Nous avons tente´ de poursuivre la purification de l’enzyme, mais tous les supports chro-
matographiques teste´s a` ce jour (Gel filtration, DEAE-cellulose, DEAE-TrisAcryl, hydroxyap-
atite, he´parine-ultrogel, bleu cibacron) se sont ave´re´s de´cevants. En effet, aucun d’entre eux n’a
permis d’enrichir la 3’ pre´-tRNase de fac¸on appre´ciable et de la se´parer des nucle´ases aspe´cifiques
contaminantes. En fait, quelque soit le support chromatographique utilise´ l’enzyme a toujours
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Figure V.3: Maturation du pre´curseur dime´rique de tRNALeu et tRNAGln
A Clivage endonucle´olytique par la RNase P ge´ne´rant le tRNAGln de taille mature et le tRNALeu avec
une extension 3’.
B Clivage endonucle´olytique par la 3’ pre´-tRNase ge´ne´rant le tRNALeu de taille mature et le tRNAGln
avec une extension 5’.
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tre`s rapidement perdu toute activite´.
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La 3’ pre´-tRNase pre´sente plusieurs proprie´te´s qui la distinguent de la RNase P mitochondriale,
en effet:
• l’activite´ de la 3’ pre´-tRNase est optimale en absence d’ions monovalents (NH4Cl) et en
pre´sence de faibles concentrations en cations divalents (2 a` 5 mM MgCl2). Des concen-
trations supe´rieures a` 150 mM NH4Cl et a` 20 mM MgCl2 inhibent meˆme totalement son
activite´. Par contre, la RNase P a une activite´ optimale en pre´sence de 100 a` 150 mM
NH4Cl et de 10 a` 20 mM MgCl2. L’optimum de tempe´rature est de 37 a` 42 ◦C, alors qu’il
est de 28 a` 33 ◦C pour la RNase P.
• la pre´-incubation de l’enzyme avec de la nucle´ase micrococcale, en pre´sence d’ions Ca++,
n’affecte en rien son activite´, alors qu’un traitement par la prote´inase K l’inactive totale-
ment (re´sultats non montre´s). Sur la base de cette observation, il apparaˆıt que, contraire-
ment a` la RNase P, la 3’ pre´-tRNase ne posse`de pas de sous-unite´ ribonucle´ique essentielle
a` son activite´ enzymatique.
La proprie´te´ la plus inte´ressante de la 3’ pre´-tRNase est que cet enzyme semble eˆtre incapable
de cliver en 3’ un pre´curseur posse´dant deux extensions, une en 5’ et une en 3’. En effet, lorsque
nous avons voulu utiliser le pre´curseur de tRNAAsp posse´dant les deux extensions 5’ et 3’, pour
tester les fractions prote´iques du mutant ρ− 1H1263 (gradient de glyce´rol, figure V.4), aucun
clivage spe´cifique de ce pre´curseur n’a pu eˆtre observe´. Par contre, si on utilise des fractions
prote´iques de la souche ρ+ contenant a` la fois la 3’ pre´-tRNase et la RNase P (ces deux enzymes
sont partiellement co-fractionne´s sur gradient de glyce´rol), l’activite´ 3’ pre´-tRNase est de´tecte´e.
En fait, des e´tudes cine´tiques de maturation de ce type de substrat avec une fraction contenant
les deux activite´s enzymatiques, dans des conditions physico-chimiques interme´diaires, ont re´ve´le´
que, dans un premier temps, l’extension 5’ du pre´curseur e´tait clive´e par la RNase P et que,
dans un deuxie`me temps, l’extension 3’ est enleve´e par la 3’ pre´-tRNase (fig. V.5).
Ces re´sultats montrent que in vitro la pre´sence de l’extension 5’ des pre´curseurs de tRNA
inhibe l’action de la 3’ pre´-tRNase et sugge`rent que, in vivo, la biosynthe`se des tRNA mitochon-
driaux se fait selon un ordre chronologique avec la maturation de l’extension 5’ pre´ce´dant celle
de l’extre´mite´ 3’.
Cependant, l’ordre chronologique de maturation des pre´curseurs de tRNA observe´ in vitro
n’explique pas totalement la maturation de l’extre´mite´ 3’ des tRNA in vivo. En effet, des
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Figure V.4: Distribution des prote´ines mitochondriales de la souche 1H1263 (ρ−) dans
les fractions de gradient glyce´rol 10% – 30%
Haut: Profil des concentrations prote´iques (A600nm) suivant les fractions, de´termine´ par dosage des
prote´ines par la me´thode de Bradford, 1976.
Bas: De´tection de l’activite´ de maturation en 3’ des tRNA par la 3’ pre´-tRNase.
10 µl des fractions indique´es ont e´te´ incube´s avec 10000 cpm de pre´-tRNAAsp3′ posse´dant une extension 3’
de 54 nucle´otides uniquement, pendant 15’ a` 40 ◦C, dans le tampon d’activite´ optimale de l’enzyme.
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observations faites sur des mutants “petite” posse´dant des ge`nes de tRNA code´s par le ge´nome
mitochondrial, mais ou` la re´gion contenant le ge`ne du RNA 9S est de´le´te´e (mutant 1H1263,
par exemple) ont montre´ que ces mutants accumulaient des pre´curseurs de tRNA avec une
extension 5’ et une extre´mite´ 3’ mature (Bordonne´ et al., 1987; Palleschi et al., 1984). L’analyse
de la se´quence d’un tel pre´curseur montre qu’il posse`de une extre´mite´ 3’ mature avec la se´quence
CCA (Martin et al., 1985). Ainsi, la maturation de l’extre´mite´ 3’ de ce pre´curseur (pre´-tRNAMetf )
posse´dant une extension en 5’ peut eˆtre re´alise´e dans un mutant ne posse´dant pas d’activite´
RNase P mitochondriale. Une explication possible de ces diffe´rences observe´es in vitro et in vivo
est que l’ordre chronologique sugge´re´ par nos expe´riences in vitro n’est pas obligatoire, mais
seulement pre´fe´rentiel in vivo. Un pre´curseur de tRNA ayant son extension 5’ de´ja` clive´ par la
RNase P serait un meilleur substrat pour la 3’ pre´-tRNase qu’un pre´curseur ou` cette extension
n’aurait pas encore e´te´ enleve´e. Ainsi, dans les mutants “petite” de´ficients en activite´ RNase P, la
3’ pre´-tRNase pourrait cliver l’extension 3’, mais avec un Km plus e´leve´ ou une Vmax nettement
plus faible. Des constantes cine´tiques diffe´rentes pourraient expliquer pourquoi nous n’avons pu
observer in vitro de clivage en 3’ d’un pre´curseur posse´dant e´galement une extension en 5’. Mais
des e´tudes cine´tiques avec diffe´rents types de substrats seront ne´cessaires pour confirmer cette
hypothe`se.
Quoiqu’il en soit, nos re´sultats concordent tout a` fait avec ceux obtenus par Nancy
Martin et collaborateurs qui ont e´galement caracte´rise´ la 3’ pre´-tRNase mitochondriale de
S. cerevisiae (Chen & Martin, 1988). Ils vont e´galement dans le meˆme sens que ceux observe´s
pour l’endonucle´ase 3’ de Xenopus laevis (Castan˜o et al., 1985) et de drosophile (Frendewey
et al., 1985). Des re´sultats similaires ont e´te´ observe´s avec une large varie´te´ de pre´curseurs de
tRNA lorsqu’ils e´taient incube´s avec des extraits mitochondriaux de rat (Manam & van Tuyle,
1987), de chloroplaste (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1987), ou des extraits de ver a` soie (Garber
& Altman, 1979). Dans tous les cas, le clivage de l’extension 3’ a lieu apre`s celle de l’extension 5’.
Il semble donc comme le sugge`re nos re´sultats in vitro qu’une pre´fe´rence soit donne´e dans l’ordre
de maturation des pre´curseurs de tRNA qui favorise, sans que cela soit toujours obligatoire, la
maturation en 5’ avant l’e´limination de l’extension 3’ des tRNA (fig. V.6).
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Figure V.5: Chronologie de maturation des pre´curseurs de tRNA
Cine´tique de maturation avec des prote´ines mitochondriales partiellement purifie´es sur gradient de glyce´rol
10% – 30%, contenant simultane´ment les deux activite´s RNase P et 3’ pre´-tRNase, sur le pre´curseur de
tRNAAsp:
A: -posse´dant une extension en 3’ seulement (pre´-tRNAAsp3′ )
B: -posse´dant une extension en 5’ et une en 3’ (pre´-tRNAAsp5′−3′ )
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Figure V.6: Repre´sentation sche´matique de la chronologie de maturation des
pre´curseurs de tRNA polycistroniques dans la mitochondrie de levure
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Chapitre VI
CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
Ce me´moire est consacre´ a` l’e´tude de deux enzymes mitochondriaux de la levure Saccha-
romyces cerevisiae intervenant dans la biosynthe`se des tRNA de cet organite, la RNase P et la
3’ pre´-tRNase. Le premier enzyme est responsable de la maturation de l’extre´mite´ 5’ des tRNA,
et le second est une endonucle´ase clivant l’extension 3’ des pre´curseurs.
Nous avons purifie´ la RNase P mitochondriale, apparemment a` homoge´ne´ite´. L’enzyme pur
obtenu posse`de une affinite´ pour son substrat (Km = 260 nM) similaire a` celle de ses homologues
procaryotes et eucaryotes. Comme toutes les RNase P connues a` ce jour (excepte´e celle de
chloroplastes d’e´pinard), l’enzyme mitochondrial est une ribonucle´oprote´ine dont l’inte´grite´ des
composants ribonucle´ique et prote´ique est essentielle a` son activite´.
Des e´tudes ge´ne´tiques et mole´culaires, effectue´es dans le laboratoire de Nancy Martin,
ont montre´ que la maturation de l’extre´mite´ 5’ des tRNA mitochondriaux ne´cessitait le pro-
duit d’un ge`ne mitochondrial, appele´ “locus de synthe`se des tRNA” codant pour un RNA de
490 nucle´otides, le RNA 9S (Martin & Underbrink-Lyon, 1981; Miller & Martin, 1983). Nous
avons prouve´ que le RNA 9S est le composant ribonucle´ique de la RNase P mitochondriale.
Cependant, l’inte´grite´ de la mole´cule de RNA 9S n’est pas essentielle a` l’activite´ de l’enzyme
in vitro. En effet, seul un fragment de 70 nucle´otides dont la se´quence correspond a` celle de
l’extre´mite´ 3’ du RNA 9S, suffit a` l’activite´. Nous avons montre´ que le RNA 9S est intact dans
des extraits mitochondriaux fraˆıchement pre´pare´s, mais qu’il pouvait eˆtre de´grade´ au cours des
diffe´rentes e´tapes de la purification sans que l’activite´ de l’enzyme en soit affecte´e de manie`re
significative. Nous n’avons pas e´te´ en mesure de caracte´riser dans la ribonucle´oprote´ine purifie´e
et active de fac¸on stable, ni le RNA 9S intact, ni des fragments provenant d’une re´gion autre
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que la re´gion 3’ de la mole´cule.
Le fragment de 70 re´sidus que nous avons identifie´, renferme une se´quence de 15 nucle´otides
conserve´e dans la re´gion 3’ des RNA des RNase P bacte´riennes. Pace et ses collaborateurs ont
propose´ un mode`le de structure secondaire pour les RNA bacte´riens, ou` cette se´quence interagit
(par l’interme´diaire d’un pseudo-nœud) avec une autre se´quence conserve´e de la re´gion 5’ de la
mole´cule (James et al., 1988). Ces auteurs ont e´mis l’hypothe`se que cette interaction a` longue
distance pourrait jouer un roˆle essentiel dans la fonction catalytique du RNA. Cette se´quence
conserve´e du coˆte´ 5’ de la mole´cule, l’est e´galement dans le RNA 9S mitochondrial. Aucun
fragment de la re´gion 5’ n’a pu eˆtre mis en e´vidence dans notre enzyme purifie´. Cependant, nos
re´sultats ne permettent pas d’exclure la pre´sence de fragments tre`s courts (≤ 20 nucle´otides)
provenant de cette re´gion. Il est donc possible que la pre´sence du fragment de 70 re´sidus de la
re´gion 3’ de la mole´cule, est, a` elle seule, suffisante a` l’activite´ de la ribonucle´oprote´ine. Afin
de tester cette hypothe`se, nous avons entrepris de produire ce fragment par transcription in
vitro dans le but de re´aliser des essais de reconstitution in vitro avec le composant prote´ique de
l’enzyme. Mais, tous ces essais de reconstitution, comme ceux avec le RNA 9S intact, reste`rent
vains.
La connaissance de la structure secondaire du RNA 9S mitochondrial de levure pourrait
eˆtre d’une grande utilite´ pour la compre´hension de sa fonction dans la RNase P. En effet, la
comparaison de la structure primaire du RNA M1 de E. coli avec celles des RNA des RNase P
d’autres procaryotes a permis d’e´tablir un mode`le de structure secondaire commun pour ces
diffe´rents RNA, malgre´ des homologies de se´quence primaire restreintes (James et al., 1988;
Brown et al., 1991; Brown & Pace, 1991; Darr et al., 1992). Malheureusement, la trop grande
divergence entre les se´quences du RNA 9S et celles des RNA des RNase P bacte´riennes ne
permet pas la construction d’un mode`le de structure secondaire commun. Ceci nous a amene´
a` rechercher l’homologue du ge`ne du RNA 9S dans les mitochondries de levures e´volutivement
proches de S. cerevisiae. Nous avons caracte´rise´ le composant ribonucle´ique de la RNase P
mitochondriale de quatre espe`ces diffe´rentes de levure par amplification enzymatique de leurs
ge`nes et se´quenc¸age de ceux-ci. Les se´quences des ge`nes mitochondriaux homologues a` celui du
RNA 9S caracte´rise´es dans cette e´tude se sont re´ve´le´es tre`s variables, a` l’exception des deux
courtes re´gions conserve´es entre toutes les espe`ces. Ces deux re´gions, situe´es pre`s des extre´mite´s
5’ et 3’ du RNA, sont capables de former une structure en “pseudo-nœud” et repre´sentent
donc des e´le´ments de structure tertiaire conserve´s aussi bien chez les eubacte´ries que chez les
mitochondries de levure. La variabilite´ de la se´quence entre ces deux blocs sugge`re que, s’il existe
des contraintes e´volutives sur cette re´gion centrale, elles ne se sont excerce´es que pour maintenir
une structure secondaire ou tertiaire globale permettant de fixer les deux blocs conserve´s dans
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une ge´ome´trie ade´quate a` la fonction catalytique. La comparaison de ces se´quences avec des
se´quences publie´es de ge`nes homologues du RNA de la RNase P de mitochondries d’autres
levures, nous a permis d’e´tablir un alignement de se´quences base´ sur la conservation d’un
certain nombre de sous-structures communes a` l’ensemble de ces RNA. En nous basant sur
cet alignement, nous avons e´tabli une structure secondaire possible pour trois de ces RNA.
Ces structures secondaires partagent un “squelette” commun ressemblant a` celui e´tabli pour les
RNA des RNase P bacte´riennes. Cependant, e´tant donne´ la grande richesse en nucle´otides A+T
de ces RNA, il est tre`s probable que ces structures aient une stabilite´ bien moins importante
que celle des RNA des RNase P procaryotes, ce qui pourrait expliquer pourquoi nous n’avons
pu mettre en e´vidence une quelconque activite´ de ribozyme pour le RNA 9S transcrit in vitro.
En ce qui concerne les deux courtes re´gions de se´quences conserve´es aux deux extre´mite´s de la
mole´cule, nous pouvons supposer qu’elles constituent un e´le´ment de structure qui joue un roˆle
important pour la fonction du RNA dans le complexe de la RNase P en faisant partie du centre
catalytique de l’enzyme. Ce roˆle est en toute probabilite´ plus important que la fonction du reste
de la mole´cule.
Pour ce qui est de la sous-unite´ prote´ique de la RNase P mitochondriale, notre e´tude indique
qu’il pourrait s’agir d’un polypeptide de 63 kDa. La RNase P native aurait une masse de
250 kDa et serait compose´e de quatre sous-unite´s de 63 kDa associe´es au fragment du RNA 9S
correspondant aux 70 derniers nucle´otides de l’extre´mite´ 3’ de ce RNA. Ceci est en accord avec le
fait que dans les RNase P eucaryotes, le rapport prote´ine/RNA est bien plus important que dans
les enzymes procaryotes. Comme nous n’avons pu de´montrer que le RNA pouvait se comporter
comme un ribozyme in vitro, il est tre`s probable que le composant prote´ique joue un roˆle essentiel
dans la catalyse. Il a pu acque´rir une (ou plusieurs) fonction(s) porte´e(s) uniquement par le RNA
des RNase P bacte´riennes, comme par exemple, la reconnaissance et la fixation du substrat,
comme cela a e´te´ sugge´re´ dans le cas de la RNase P nucle´aire de S. cerevisiae (Nichols et al.,
1988). Cependant, un test fonctionnel pour identifier sans ambiguite´ le composant prote´ique de
la RNase P manque encore. Il faudrait, par exemple, re´ussir a` reconstituer in vitro un enzyme
fonctionnel a` partir des deux sous-unite´s produites in vitro. L’obtention d’anticorps spe´cifiques
dirige´s contre le polypeptide de 63 kDa de l’enzyme, nous a donne´ l’espoir de cloner son ge`ne.
Malheureusement, cela n’a pas e´te´ le cas.
Le polypeptide de 63 kDa que nous avons purifie´ est capable de fixer le zinc de fac¸on
spe´cifique, mais nous ne savons pas si cette liaison a un roˆle dans la fixation du RNA (substrat
ou sous-unite´ ribonucle´ique de l’enzyme) ou dans la re´action catalytique. Par ailleurs, ce meˆme
polypeptide est reconnu par des se´ra dirige´s contre des snRNP, qui reconnaissent e´galement la
RNase P de cellules HeLa et de xe´nope. Ce re´sultat constitue un argument supple´mentaire que
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Figure VI.1: Surproduction du polypeptide de 63 kDa
Immunode´tection du polypeptide de 63 kDa dans les mitochondries de levure ayant le ge`ne RPM2 intact
(piste ω) ou interrompu par deux constructions ge´niques diffe´rentes (pistes ∆′ et ∆′′).
Les prote´ines des extraits mitochondriaux sont se´pare´es sur gel de polyacrylamide 10%-SDS, transfe´re´es
sur membrane de nitrocellulose et re´ve´le´es par immunore´action avec l’anticorps HV (me´thode de re´ve´lation
ECL – Amersham). Les quantite´s de prote´ines de´pose´es sur le gel e´taient comparables pour chacun des
extraits mitochondriaux.
le polypeptide de 63 kDa est bien celui de la RNase P mitochondriale de levure. Nous pensons
que les composants prote´iques de toutes ces ribonucle´oprote´ines partagent un ou plusieurs
de´terminants antige´niques qui pourraient correspondre a` des sites fonctionnels importants dans
ces prote´ines.
La publication re´cente de travaux effectue´s dans le laboratoire de Nancy Martin (Uni-
versite´ de Louisville, USA) montre des diffe´rences notables quant a` la nature du composant
prote´ique de la RNase P mitochondriale (Morales et al., 1992). En effet, ces auteurs trou-
vent qu’un polypeptide de 105 kDa (et non de 63 kDa) est associe´ a` l’activite´ enzymatique
dans des pre´parations de RNase P mitochondriale quasi-homoge`nes. Le ge`ne correspondant a`
ce polypeptide (ge`ne RPM2) a e´te´ clone´ et analyse´. L’interruption de ce ge`ne conduit a` une
absence de croissance sur milieu glyce´rol par de´faut de la fonction respiratoire mitochondriale
et a` l’accumulation de mutants ρ−. De plus, les tRNA mitochondriaux ne sont plus mature´s a`
leur extre´mite´ 5’. Ces phe´notypes sont tous en bon accord avec ceux attendus pour une absence
de fonction de la RNase P. Ne´anmoins, des e´tudes plus re´centes d’hybridation “Northern” ont
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re´ve´le´ que le RNA 9S n’e´tait pas non plus correctement mature´ dans les disruptants rpm2∆ (N.
C. Martin, comm. pers.). Ceci sugge`re que la prote´ine RPM2 pourrait eˆtre ne´cessaire a` la mat-
uration du RNA 9S. Cependant, des anticorps anti-105 kDa immunopre´cipitent le RNA 9S et
de´ple`tent l’activite´ enzymatique dans le surnageant (N. C. Martin, comm. pers.). Ceci sugge`re
que la prote´ine RPM2 aurait non seulement une fonction dans la maturation du RNA 9S, mais
resterait associe´e au RNA 9S mature et jouerait e´galement un roˆle dans l’assemblage ou l’activite´
de l’holoenzyme.
Afin d’expliquer nos re´sultats, nous avons tout d’abord pense´ que le polypeptide de 63 kDa
pouvait eˆtre un fragment de de´gradation du polypeptide de 105 kDa ou que les deux prote´ines
re´sultaient d’un polymorphisme de souche. Afin de tester cette hypothe`se, nous avons utilise´
nos anticorps anti-63 kDa dans des expe´riences de “Western blot” sur des fractions prote´iques
provenant de diffe´rentes e´tapes de la purification de la RNase P effectue´e aux E´tats-Unis. Nos
anticorps ne permettent pas de re´ve´ler le polypeptide de 105 kDa dans ces fractions, alors qu’ils
y re´ve`lent le polypeptide de 63 kDa. Vice-versa, les anticorps anti-105 kDa ne reconnaissent pas
le polypeptide de 63 kDa dans nos extraits de RNase P; par contre, ils y re´ve`lent le polypeptide
de 105 kDa mais seulement jusqu’a` la troisie`me e´tape de notre protocole de purification (colonne
d’he´parine-ultrogel) (re´sultats non montre´s). Ces donne´es indiquent que les deux polypeptides
de 63 kDa et 105 kDa sont des prote´ines diffe´rentes code´es par des ge`nes distincts.
D’autres “Western blots” re´alise´s avec des extraits bruts mitochondriaux de deux disruptants
rpm2∆ (deux constructions d’interruption ge´nique diffe´rentes) et de la souche sauvage ont
conduit a` un re´sultat inattendu. Les anticorps anti-105 kDa re´ve`lent le polypeptide de 105 kDa
uniquement dans les extraits de la souche sauvage. Par contre, les anticorps anti-63 kDa re´ve`lent
la prote´ine correspondante dans les trois extraits. Mais de fac¸on surprenante, le polypeptide de
63 kDa apparaˆıt eˆtre nettement surproduit dans les extraits des deux disruptants par rapport
a` la souche sauvage (fig. VI.1). Cette surproduction est d’au moins un facteur 7, d’apre`s notre
estimation densitome´trique du film d’autoradiographie. Ce re´sultat sugge`re l’existence d’un lien
e´troit entre les deux prote´ines, soit sur le plan de la re´gulation de leur expression, soit sur
le plan physique. Il est, en effet, probable que les deux prote´ines soient pre´sentent au sein
du meˆme complexe ribonucle´oprote´ique. Cette hypothe`se pourra eˆtre ve´rife´e si des anticorps
immunopre´cipitant la RNase P permettaient du meˆme coup de co-immunopre´cipiter les deux
prote´ines. Les diffe´rences observe´es entre nos deux laboratoires pourraient alors s’expliquer si la
RNase P, une fois assemble´e, pouvait fonctionner (du moins in vitro) avec seulement l’une ou
l’autre de ces deux prote´ines.
Sur le vu de l’ensemble des ces re´sultats, notre hypothe`se sur l’assemblage et le fonction-
nement de la RNase P mitochondriale est la suivante:
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La RNase P mitochondriale de levure serait le re´sultat de l’association d’un minimum de trois
composants, l’un de nature ribonucle´ique, le RNA 9S, code´ par le ge´nome mitochondrial, et les
deux autres, de nature prote´ique, code´s par le ge´nome nucle´aire. Le ge`ne du RNA 9S est transcrit
sous la forme d’un pre´curseur qui ne´cessite une ou plusieurs e´tapes de maturation pour pouvoir
s’assembler au composant prote´ique de la RNase P et former un complexe actif. La prote´ine
de 105 kDa interviendrait dans la maturation du RNA 9S. De plus, cette prote´ine jouerait le
roˆle de “RNA chaperonine” qui, maintiendrait le RNA dans une conformation essentielle a` son
assemblage avec le composant prote´ique de 63 kDa. Ceci expliquerait notamment, l’impossibilite´
de reconstituer une particule de RNase P active a` partir du RNA 9S et de la prote´ine de 63 kDa
pris se´pare´ment. La confirmation de cette hypothe`se passe e´videmment par le clonage du ge`ne
du polypeptide de 63 kDa et par l’analyse ge´ne´tique et mole´culaire de mutants de ce ge`ne. Cette
perspective n’est plus si e´loigne´e puisque graˆce a` la surproduction de la prote´ine de 63 kDa
dans les disruptants rpm2∆, nous pourrons obtenir a` l’avenir des quantite´s plus importantes
de cette prote´ine pour tenter le micro-se´quenc¸age de fragments internes (puisque son extre´mite´
N-terminale semble eˆtre bloque´e) et ainsi cloner son ge`ne avec des sondes d’oligonucle´otides.
Bibliographie
Accoceberry, B. & Stahl, A. J. C. (1972). Separation of the internal and external less membranes
of yeast, Saccharomyces cerevisiae, mitochondria. C. R. Acad. Sci. Paris 274, 3135–3138.
Adeniyi-Jones, S., Romeo, P., & Zasloff, M. (1984). Generation of long read-through transcripts
in vivo and in vitro by deletion of 3’ termination and processing sequences in the human
tRNAMeti gene. Nucl. Acids Res. 12, 1101–1115.
Adrian, G. S., McCammon, M. T., Montgomery, D. L., & Douglas, M. G. (1986). Sequences
required for delivery and localization of the ADP/ATP translocator to the mitochondrial
inner membrane. Mol. Cell. Biol. 6, 626–634.
Ainley, W. M., Macreadie, I. G., & Butow, R. A. (1985). Var1 gene on the mitochondrial genome
of Torulopsis glabrata. J. Mol. Biol. 184, 565–576.
Akaboshi, E., Guerrier-Takada, C., & Altman, S. (1980). Veal heart ribonuclease P has an
essential RNA component. Biochem. Biophys. Res. Commun. 96, 831–837.
Akins, R. A. & Lambowitz, A. M. (1987). A protein required for splicing group I introns in
Neurospora mitochondria is mitochondrial tyrosyl-tRNA synthetase or a derivative thereof.
Cell 50, 331–345.
Allison, D. S. & Hall, B. D. (1985). Effects of alterations in the 3’ flanking sequence on in vivo
and in vitro expression of the yeast SUP4-o tRNATyr gene. EMBO J. 4, 2657–2664.
Altman, S., Baer, M., Gold, H., Guerrier-Takada, C., Kirsebom, L., Lumelsky, N., & Vioque,
A. (1987). Cleavage of RNA by RNase P from E. coli. In: Molecular Biology of RNA: New
Perspectives, (Inouye & Dudock, eds) pp. 3–15, San Diego, CA: Academic Press.
Altman, S., Bear, M., Guerrier-Takada, C., & Vioque, A. (1986). Enzymatic cleavage of RNA
by RNA. Trends Biochem. Sci. 11, 515–518.
240 BIBLIOGRAPHIE
Andrews, A. T. (1981). Molecular weight measurement and use of gel concentration gradients. In:
Electrophoresis. Theory, Techniques and Biochemical and Clinical Application, (Peacocke,
A. R. & Harrington, W. F., eds) pp. 63–80, Oxford: Clarendon Press.
Aneziano, P. Q., Hanson, D. K., Mahler, H. R., & Perlman, P. S. (1982). Functional domains in
introns: Trans-acting and cis-acting regions of intron 4 of the cob gene. Cell 30, 925–932.
Apirion, D. (1983). RNA processing in an unicellular microorganism: Implication for eukaryotic
cells. Prog. Nucleic Acid Res. 30, 1–40.
Arnberg, A. C., van Ommen, G. J. B., Grivell, L. A., van Bruggen, E. F. J., & Borst, P. (1980).
Some yeast mitochondrial RNAs are circular. Cell 19, 313–319.
Arndt, K. T., Styles, C., & Fink, G. R. (1987). Multiple global regulators control HIS4
transcription in yeast. Science 237, 874–880.
Astell, C. R., Ahlstrom-Jonasson, L., Smith, M., Tatchell, K., Nasmyth, K. A., & Hall, B. D.
(1981). The sequence of DNAs coding for the mating-type loci of Saccharomyces cerevisiae.
Cell 27, 15–23.
Attardi, G. (1984). RNA synthesis and processing in mitochondria. In: Processing of RNA,
(Apirion, D., ed) pp. 227–290, Florida: CRC Press.
Attardi, G. & Schatz, G. (1988). Biogenesis of mitochondria. Ann. Rev. Cell Biol. 4, 289–333.
Baer, M. & Altman, S. (1985). A catalytic RNA and its gene from Salmonella typhimurium.
Science 228, 999–1002.
Baer, M., Reilly, R., McCorkle, G., Hai, T., Altman, S., & RajBhandary, U. (1988). The
recognition by RNase P of precursor tRNAs. J. Biol. Chem. 263, 2344–2351.
Baim, S. B. & Sherman, F. (1988). mRNA structures influencing translation in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 8, 1591–1601.
Baldacci, G., Cherif-Zahar, B., & Bernardi, G. (1984). The initiation of DNA replication in the
mitochondrial genome of yeast. EMBO J. 3, 2115–2120.
Bandlow, W., Baumann, V., & Schnittchen, P. (1980). The nucleotide sequence of the tsm8
region on yeast mitochondrial DNA. In: The Organization and Expression of the Mito-
chondrial Genome, (Kroon A. & Sacconne C., eds) pp. 207–210, Elsevier/North - Holland
Biomedical press.
BIBLIOGRAPHIE 241
Bartkiewicz, M., Gold, H., & Altman, S. (1989). Identification and characterization of an RNA
molecule that copurifies with RNase P activity from HeLa cells. Genes & Dev. 3, 488–499.
Bechmann, H., Kru¨ger, M., Bo¨ker, E., Bandlow, W., Schweyen, R. J., & Kaudewitz, F. (1977).
On the formation of rho− petites in yeast. Effects of mutation tsm8 on mitochondrial
functions and rho− factor stability in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen. Genet. 155,
41–51.
Beggs, J. D. (1978). Transformation of yeast by a replicating hybrid plasmid. Nature 275,
104–109.
Benne, R. (1985). Mitochondrial genes in trypanosomes. Trends Genet. 1, 117–121.
Bennetzen, J. L. & Hall, B. D. (1982a). Codon selection in yeast. J. Biol. Chem. 257, 3026–3031.
Bennetzen, J. L. & Hall, B. D. (1982b). The primary structure of the Saccharomyces cerevisiae
gene for alcohol dehydrogenase I. J. Biol. Chem. 257, 3018–3025.
Bernardi, G., Baldacci, G., Faugeron-Fonty, G., Gaillard, C., Goursot, R., Huyard, A., Mangin,
M., Marotta, R., & de Zamaroczy, M. (1980). The petite mutation: Excision sequences,
replication origins and suppressivity. In: The Organization and Expression of the Mitochon-
drial Genome, (Kroon, A. M. & Saccone, C., eds) pp. 21–31, Amsterdam: Elsevier/North
Holland Biomedical Press.
Bertrand, H., Bridge, P., Collins, R. A., Garriga, G., & Lambowitz, A. M. (1982). RNA splicing in
Neurospora mitochondria. Characterization of new nuclear mutants with defects in splicing
the mitochondrial large rRNA. Cell 29, 517–526.
Blanc, H. & Dujon, B. (1980). Replicator regions of the yeast mitochondrial DNA responsible
for suppressiveness. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 3942–3946.
Bland, M. M., Levings, C. S. I., & Matzinger, D. F. (1986). The tobacco mitochondrial ATPase
subunit 9 gene is closely linked to an open reading frame for a ribosomal protein. Mol. Gen.
Genet. 204, 8–16.
Blum, H., Beier, H., & Gross, H. J. (1987). Improved silver staining of plant proteins, RNA and
DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis 8, 93–99.
Bogorad, L. (1975). Evolution of organelles and eukaryotic genomes. Science 188, 891–898.
242 BIBLIOGRAPHIE
Bolivar, F., Rodiguez, R. L., Greene, P. J., Betlach, M. C., Heyneker, H. L., Bayer, M. W., Crosa,
J. H., & Falkow, S. (1977). Construction and characterization of new cloning vehicles. II:
A multipurpose cloning system. Gene 2, 95–113.
Bonneaud, N., Ozier-Kalogeropoulos, O., Li, G., Labouesse, M., Minvielle-Sebastia, L., &
Lacroute, F. (1991). A family of low and high copy replicative, integrative and single-
stranded S. cerevisiae/E.coli shuttle vectors. Yeast 7, 609–615.
Bonnen, L. & Gray, M. W. (1980). Organization and expression of the mitochondrial genome
of plants. I. The genes for wheat mitochondrial ribosomal and transfer RNA: Evidence for
an unusual arrangement. Nucl. Acids Res. 8, 319–335.
Bordonne´, R. (1982). Structures primaires de ge`nes mitochondriaux de la levure Saccharomyces
cerevisiae. PhD thesis Universite´ Louis Pasteur Strasbourg.
Bordonne´, R., Dirheimer, G., & Martin, R. P. (1987). Transcription initiation and RNA
processing of a yeast mitochondrial tRNA gene cluster. Nucl. Acids Res. 15, 7381–7394.
Bos, J. L., Osinga, K. A., van der Horst, G. T. J., & Borst, P. (1979). Nucleotide sequences of
the mitochondrial structural genes for cysteine tRNA and histidine tRNA of yeast. Nucl.
Acids Res. 6, 3255–3266.
Boynton, J. E., Gillham, N. W., & Lambowitz, A. M. (1980). Biogenesis of chloroplast and
mitochondrial ribosomes. In: Ribosome. Structure, Function and Genetics, (Chambliss,
G., Craven, G. R., Davies, J., Davies, K., Kahan, L., & Nomura, M., eds) pp. 903–950,
Baltimore: University Park Press.
Bradford, M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein dye binding. Anal. Biochem. 72, 248–254.
Braun, C. J. & Levings, C. S. I. (1985). Nucleotide sequence of the F1-ATPase alpha subunit
gene from maize mitochondria. Plant Physiol. 79, 571–577.
Breitenberger, C. A., Browning, K. S., Alzner-DeWeerd, B., & RajBhandary, U. L. (1985). RNA
processing in Neurospora mitochondria: Use of transfer RNA sequences as signals. EMBO
J. 4, 185–195.
Breitenberger, C. A. & RajBhandary, U. L. (1985). Some highlights of mitochondrial research
based on analyses of Neurospora crassa mitochondrial DNA. Trends Biochem. Sci. 10,
478–483.
BIBLIOGRAPHIE 243
Brown, J. W., Haas, E. S., James, B. D., Hunt, D. A., Liu, J., & Pace, N. R. (1991). Phylogenetic
analysis and evolution of RNase P RNA in proteobacteria. J. Bacteriol. 173, 3855–3963.
Brown, J. W., Haas, E. S., & Pace, N. R. (1993). Characterization of ribonuclease P RNAs from
thermophilic bacteria. Nucl. Acids Res. 21, 671–679.
Brown, J. W. & Pace, N. R. (1991). Structure and evolution of ribonuclease P RNA. Biochimie
73, 689–697.
Brown, T., Waring, R. B., Scazzochio, C., & Davies, R. N. (1985). The Aspergillus nidulans
mitochondrial genome. A review. Curr. Genet. 9, 113–117.
Brown, T. A., Ray, J. A., Waring, R. B., Scazzocchio, C., & Davies, R. W. (1984). A
mitochondrial reading frame which may code for a second form of ATPase subunit 9 in
Aspergillus nidulans. Curr. Genet. 8, 489–492.
Buetow, D. E. & Wood, W. M. (1978). The mitochondrial translation system. Subcell. Biochem.
5, 1–85.
Burger, G., Helmer-Citterich, M., Nelson, M. A., Werner, S., & Macino, G. (1985). RNA pro-
cessing in Neurospora mitochondria: Transfer RNAs punctuate a large precursor transcript.
EMBO J. 4, 197–204.
Burke, J. M., Breitenberger, C., Heckman, J. E., Dujon, B., & RajBhandary, U. L. (1984).
Cytochrome b gene of Neurospora crassa mitochondria. J. Biol. Chem. 259, 504–511.
Burke, J. M. & RajBandhary, U. L. (1982). Intron within the large rRNA gene of Neurospora
crassa mitochondria: A long open reading frame and a consensus sequence possibly impor-
tant for splicing. Cell 31, 509–520.
Cabral, F. & Schatz, G. (1978). Identification of cytochrome c oxidase subunits in nuclear yeast
mutants lacking the functional enzyme. J. Biol. Chem. 253, 4396–4401.
Carignani, G., Groudinsky, O., Frezza, D., Schiavon, E., Bergantino, E., & Slonimski, P. P.
(1983). An mRNA maturase is encoded by the first intron of the mitochondrial gene for
the subunit I of cytochrome oxidase in S. cerevisiae. Cell 35, 733–742.
Carrara, G., Calandra, P., Fruscoloni, P., Doria, M., & Tocchini-Valentini, G. P. (1989). Site
selection by Xenopus laevis RNase P. Cell 58, 37–45.
244 BIBLIOGRAPHIE
Castan˜o, J. G., Tobian, J. A. ., & Zasloff, M. (1985). Purification and characterization of an
endonuclease from Xenopus laevis ovaries which accurately processes the 3’ terminus of
human pre-tRNAMeti (3’ pre-tRNase). J. Biol. Chem. 260, 9002–9008.
Cech, T. R. & Bass, B. L. (1986). Biological catalysis by RNA. Ann. Rev. Biochem. 55, 599–629.
Cech, T. R., Tanner, N. K., Tinoco, J. R., Weir, B. R., Zucker, M., & Perlman, P. S. (1983).
Secondary structure of the Tetrahymena ribosomal RNA intervening sequence: Structural
homology with fungal mitochondrial intervening sequences. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,
3903–3907.
Chang, D. D. & Clayton, D. A. (1984). Precise identification of individual promoters for
transcription of each strand of human mitochondrial DNA. Cell 36, 635–643.
Chang, D. D. & Clayton, D. A. (1985). Priming of human mitochondrial DNA replication occurs
at the light-strand promoter. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 351–355.
Chang, D. D. & Clayton, D. A. (1987). A novel endoribonuclease cleaves at a priming site of
mouse mitochondrial DNA replication. EMBO J. 6, 409–417.
Chang, D. D. & Clayton, D. A. (1989). Mouse RNaase MRP RNA is encoded by a nuclear gene
and contains a decamer sequence complementary to a conserved region of mitochondrial
RNA substrate. Cell 56, 131–139.
Chatton, B., Walter, P., Ebel, J. P., Lacroute, F., & Fasiolo, F. (1988). The yeast VAS1 gene
encodes both mitochondrial and cytoplasmic valyl-tRNA synthetases. J. Biol. Chem. 263,
52–57.
Chen, J. & Martin, N. C. (1988). Biosynthesis of tRNA in yeast mitochondria: An endonuclease
is responsible for the 3’-processing of tRNA precursors. J. Biol. Chem. 263, 13677–13682.
Cherayil, B., Krupp, G., Schuchert, P., Char, S., & So¨ll, D. (1987). The RNA components of
Schizosaccharomyces pombe RNase P are essential for cell viability. Gene 60, 157–161.
Chomyn, A., Cleeter, M. W. J., Ragan, C. I., Riley, M., & Doolittle, R. F. (1986). URF6, the
last unidentified reading frame of mitochondrial DNA, codes for an NADH dehydrogenase
subunit. Science 234, 614–618.
Chomyn, A., Mariottini, P., Cleeter, M. W. J., Ragan, C. I., & Matsuno-Yagi, A. (1985).
Six unidentified reading frames of human mitochondrial DNA encode components of the
respiratory chain NADH dehydrogenase. Nature 314, 592–597.
BIBLIOGRAPHIE 245
Christianson, T. & Clayton, D. A. (1986). In vitro transcription of human mitochondrial DNA:
Accurate terminaison requires a region of DNA sequence that can function bidirectionally.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 6277–6281.
Christianson, T., Edwards, J. C., Mueller, D. M., & Rabinowitz, M. (1983). Identification
of a single transcriptional initiation site for the glutamic tRNA and COB genes in yeast
mitochondria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 5564–5568.
Christianson, T. W. & Clayton, D. A. (1988). A tridecamer DNA sequence supports human
mitochondrial RNA 3’-end formation in vitro. Mol. Cell. Biol. 8, 4502–4509.
Chung, C. T., Niemela, S. L., & Miller, R. H. (1989). One-step preparation of competent
Escherichia coli : Transformation and storage of bacterial cells in the same solution. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86, 2172–2175.
Church, G. M., Slonimski, P. P., & Gilbert, W. (1979). Pleiotropic mutations within two yeast
mitochondrial cytochrome genes block mRNA processing. Cell 18, 1209–1215.
Cigan, A. M. & Donahue, T. F. (1987). Sequence and structural features associated with
translational regions in yeast. A review. Gene 59, 1–18.
Cigan, A. M., Pabich, E. K., & Donahue, T. F. (1988). Mutational analysis of the HIS4
translational initiator region in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 8, 2964–2975.
Citterich, M. H., Morelli, G., & Macino, G. (1983). Nucleotide sequence and intron structure of
the apocytochrome b gene of Neurospora crassa mitochondria. EMBO J. 2, 1235–1242.
Claisse, M. L., Slonimski, P. P., Johnson, J., & Mahler, H. R. (1980). Mutations within an intron
and its flanking sites: Patterns of novel polypeptides generated by mutants in one segment
of the cob-box region of yeast mitochondrial DNA. Mol. Gen. Genet. 177, 375–387.
Clark-Walker, G. D. (1985). Basis of diversity in mitochondrial DNAs. In: The Evolution of
Genome Size, (Cavalier-Smith, T., ed) pp. 277–297, New York: Wiley.
Clark-Walker, G. D., McArthur, C. R., & Sriprakash, K. S. (1985). Locations of transcriptional
control signals and transfer RNA sequences in Torulopsis glabrata mitochondrial DNA.
EMBO J. 4, 465–473.
Colleaux, L., d’Auriol, L., Betermier, M., Cottard, G., & Jacquier, A. (1985). Universal code
equivalent of a yeast mitochondrial intron reading frame is expressed into E. coli as a specific
double strand endonuclease. Cell 44, 521–533.
246 BIBLIOGRAPHIE
Colleaux, L., d’Auriol, L., Betermier, M., Cottarel, G., Jacquier, A., Galibert, F., & Dujon, B.
(1986). Universal code equivalent of a yeast mitochondrial intron reading frame is expressed
into E. coli as a specific double strand endonuclease. Cell 44, 837–844.
Collins, R. A. & Lambowitz, A. M. (1985). RNA splicing in Neurospora mitochondria. Defective
splicing of mRNA precursors in the nuclear mutant cyt18-1. J. Mol. Biol. 184, 413–428.
Costanzo, M. C. & Fox, T. D. (1986). Product of Saccharomyces cerevisiae nuclear gene PET494
activates translation of a specific mitochondrial mRNA. Mol. Cell. Biol. 6, 3694–3703.
Costanzo, M. C. & Fox, T. D. (1988). Specific translational activation by nuclear gene products
occurs in the 5’-untranslated leader of a yeast mitochondrial mRNA. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85, 2677–2681.
Costanzo, M. C., Mueller, P. P., Strick, C. A., & Fox, T. D. (1986a). Primary structure of
wild-type and mutant alleles of the PET494 gene of Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen.
Genet. 202, 294–301.
Costanzo, M. C., Seaver, E. C., & Fox, T. D. (1986b). At least two nuclear gene products are
specifically required for translation of a single yeast mitochondrial mRNA. EMBO J. 5,
3637–3642.
Cudny, H. & Deutscher, M. P. (1980). Apparent involvement of ribonuclease D in the 3’
processing of tRNA precursors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 837–841.
Cunningham, R. S., Bonen, L., Doolittle, W. F., & Gray, M. W. (1976). Unique species of 5S,
18S and 26S ribosomal RNA in wheat mitochondria. FEBS lett. 69, 116–122.
Darr, S. C., Brown, J. W., & Pace, N. R. (1992). The varieties of ribonuclease P. Trends
Biochem. Sci. 17, 178–182.
Darr, S. C., Pace, B., & Pace, N. R. (1990). Characterization of Ribonuclease P from the
Archaebacterium Sulfolobus solfataricus. J. Biol. Chem. 265, 12927–12932.
Davies, R. W., Waring, R. B., Ray, J. A., Brown, T. A., & Scazziochio, C. (1982). Making ends
meet: A model for RNA splicing in fungal mitochondria. Nature 300, 719–724.
Davis (1964). Annals NY Acad. Sci. 121, 404–427.
Davis, L. G., Dibner, M. D., & Battey, J. F. (1986). In: Basic methods in molecular biology,
(Publishers, E. S., ed) , New York:.
BIBLIOGRAPHIE 247
de la Salle, H., Jacq, C., & Slonimski, P. P. (1982). Critical sequences within mitochondrial
introns: Pleiotropic mRNA maturase and cis-dominant signals of the box intron controlling
reductase and oxidase. Cell 28, 721–732.
de Vries, H., Alzner-DeWeerd, B., Breitenberger, C. A., Chang, D. D., & de Jonge, J. C.
(1986). The E35 stopper mutant of Neurospora crassa: Precise localization of endpoints
in mitochondrial DNA and evidence that the deleted DNA codes for a subunit of NADH
dehydrogenase. EMBO J. 5, 779–785.
de Zamaroczy, M. & Bernardi, G. (1985). Sequence organization of the mitochondrial genome
of yeast. A review. Gene 37, 1–17.
Deutscher, M. P. (1990). Ribonucleases, tRNA nucleotidyltransferase, and the 3’ processing of
tRNA. Prog. Nucleic Acid Res. 39, 209–240.
Deutscher, M. P., Lin, J. J. L., & Evans, J. A. (1977). Transfert RNA metabolism in Escherichia
coli cells deficient in tRNA nucleotydyl transferase. J. Mol. Biol. 117, 1081–1099.
Devereux, J., Haeberli, P., & Smithies, O. (1984). A comprehensive set of sequence analysis
programs for the VAX. Nucl. Acids Res. 12, 387–395.
Dewey, R. E., Schuster, A. M., Levings, C. S. I., & Timothy, D. H. (1985). Nucleotide sequence
of F0-ATPase proteolipid (subunit 9) gene of maize mitochondria. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82, 1015–1019.
Dhwahle, S., Hanson, D. K., Alexander, N. J., & Mahler, H. R. (1981). Regulatory interactions
between mitochondrial genes: Interactions between two mosaic genes. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78, 1778–1782.
Dieckmann, C. L. & Gandy, B. (1987). Preferential recombination between GC clusters in yeast
mitochondrial DNA. EMBO J. 6, 4197–4207.
Dieckmann, C. L., Koerner, T. J., & Tzagoloff, A. (1984). Assembly of the mitochondrial
membrane system. CBP1, a yeast nuclear gene involved in 5’-end processing of cytochrome b
pre-mRNA. J. Biol. Chem. 259, 4722–4731.
Dieckmann, C. L., Pape, L. K., & Tzagoloff, A. (1982). Identification and cloning of a yeast
nuclear gene (CBP1) involved in expression of mitochondrial cytochrome b. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 79, 1805–1809.
248 BIBLIOGRAPHIE
Dieckmann, C. L. & Tzagoloff, A. (1985). Assembly of the mitochondrial membrane system.
CBP6, a yeast nuclear gene necessary for synthesis of cytochrome b. J. Biol. Chem. 260,
1513–1520.
Diﬄey, J. F. X. & Stillman, B. (1991). A close relative of the nuclear, chromosomal high-mobility
group protein HMG1 in yeast mitochondria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 7864–7868.
Doersen, C. J., Guerrier-Takada, C., Altman, S., & Attardi, G. (1985). Characterization of an
RNase P activity from HeLa cell mitochondria. J. Biol. Chem. 260, 5942–5949.
Donahue, T. F. & Cigan, A. M. (1988). Genetic selection for mutations that reduce or abolish
ribosomal recognition of the HIS4 translational initiator region. Mol. Cell. Biol. 8, 2955–
2963.
Doria, M., Carrara, G., Calandra, P., & Tocchini-Valentini, G. P. (1991). An RNA molecule
copurifies with RNase P activity from Xenopus leavis oocytes. Nucl. Acids Res. 19, 2315–
2320.
Douglas, M. G. & Butow, R. A. (1976). Variant forms of mitochondrial translation products in
yeast: Evidence for location of determinant on mitochondrial DNA. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 73, 1083–1086.
Douglas, M. G., McCammon, M. T., & Vassarotti, A. (1986). Targeting proteins into mitochon-
dria. Microbiol. Rev. 50, 166–178.
Dubin, D. T. & Taylor, R. H. (1978). Modification of mitochondrial ribosomal RNA from
hamster cells: The presence of GmG and late-methylated UmGmU in the large subunit
(17S) RNA. J. Mol. Biol. 121, 523–540.
Dujardin, G., Jacq, C., & Slonimski, P. P. (1982). Single base substitution in an intron of oxidase
gene compensates splicing defects of the cytochrome b gene. Nature 298, 628–632.
Dujon, B. (1980). Sequence of the intron and flanking exons of the mitochondrial 21S RNA gene
of yeast strains having different alleles at the omega and ribl1 loci. Cell 20, 185–197.
Dujon, B. (1981). Mitochondrial genetics and functions. In: The Molecular Biology of the Yeast
Saccharomyces: Life Cycle and Inheritance, (Strathern, J. N., Jones, E. W., & Broach,
J. R., eds) pp. 505–635, New York: Cold Spring Harbor.
Dujon, B. & Jacquier, A. (1983). Organization of the mitochondrial 21S rRNA gene in
Saccharomyces cerevisiae: Mutants of the peptidyltransferase center and nature of the
BIBLIOGRAPHIE 249
omega locus. In: Mitochondria 1983. Nucleo-Mitochondrial Interactions, (Schweyen, R. J.,
Wolf, K., & Kaudewitz, F., eds) pp. 389–403, Berlin: W. de Gruyter.
Dumont, M. E., Cardillo, T. S., Hayes, M. K., & Sherman, F. (1991). Role of cytochrome c
heme lyase in mitochondrial import and accumulation of cytochrome c in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 11, 5487–5496.
Dumont, M. E., Ernst, J. F., & Sherman, F. (1988). Coupling heme attachment to import of
cytochrome c into yeast mitochondria. Studies with heme lyase-deficient mitochondria and
altered apocytochromes c. J. Biol. Chem. 263, 15928–15937.
Ebner, E., Mason, T. L., & Schatz, G. (1973). Mitochondrial assembly in respiration-deficient
mutants of Saccharomyces cerevisiae. II. Effect of nuclear and extrachromosomal mutations
on the formation of cytochrome c oxidase. J. Biol. Chem. 248, 5369–5378.
Ehresmann, B., Imbault, P., & Weil, J. H. (1973). Spectrophotometric determination of protein
concentration in cell extracts containing tRNA’s and rRNA’s. Anal. Biochem. 54, 454–463.
Eisenberg, D., Schwarz, E., Komaromy, M., & Wall, R. (1984). Analysis of membrane and
surface protein sequences with the hydrophobic moment plot. J. Mol. Biol. 179, 125–142.
Ellis, R. J. & Robinson, C. (1987). Protein targeting. Adv. Bot. Res. 14, 1–24.
Ellis, S. R., Morales, M. J., Li, J. M., Hopper, A. K., & Martin, N. C. (1986). Isolation and
characterization of the TRM1 locus, a gene essential for the N2, N2-Dimethylguanosine
modification of both mitochondrial and cytoplasmic tRNA in Saccharomyces cerevisiae. J.
Biol. Chem. 261, 9703–9709.
Engelke, D. R., Gegenheimer, P., & Abelson, J. (1985). Nucleolytic processing of a tRNAArg–
tRNAAsp dimeric precursor by a homologous component from Saccharomyces cerevisiae. J.
Biol. Chem. 260, 1271–1279.
England, T. E., Bruce, A. G., & Uhlenbeck, O. C. (1980). Specific labeling of 3’ termini of RNA
with T4 RNA ligase. Methods Enzymol. 65, 65–85.
Ephrussi, B., Hottinger, H., & Chimenes, A. M. (1949). Action de l’acriflavine sur les levures.
I. La mutation “petite colonie”. Ann. Inst. Pasteur 76, 351–368.
Etten, R. A., van Bird, J., & Clayton, D. A. (1983). Identification of the 3’-ends of the two
mouse mitochondrial ribosomal RNAs. J. Biol. Chem. 258, 10104–10110.
250 BIBLIOGRAPHIE
Faye, G., Bolotin-Fukuhara, M., & Fukuhara, H. (1976). Mitochondrial mutations that affect
mitochondrial transfert ribonucleic acid in Saccharomyces cerevisiae. In: The Genetics and
Biogenesis of Chloroplasts and Mitochondria, (Bucher, T., ed) pp. 547–555, Amsterdam:
Elsevier/North-Holland Biochemical Press.
Faye, G. & Simon, M. (1983). Analysis of a yeast nuclear gene involved in the maturation of
mitochondrial pre-messenger RNA of the cytochrome oxidase subunit I. Cell 32, 77–87.
Feinberg, A. M. & Vogelstein, B. (1983). A technique for radiolabelling DNA restriction
endonuclease fragments to high specific activity. Anal. Biochem. 132, 6–13.
Fisher, R. P. & Clayton, D. A. (1985). A transcription factor required for promoter recognition
by human mitochondrial recognition RNA polymerase. Accurate initiation at the heavy-
and lightstrand promoters dissected and reconstituted in vitro. J. Biol. Chem. 260, 11330–
11338.
Fisher, R. P., Lisowsky, T., Breen, G. A. M., & Clayton, D. A. (1991). A rapid, efficient method
for purifying DNA-binding proteins: Denaturation-renaturation chromatography of human
and yeast mitochondrial extracts. J. Biol. Chem. 266, 9153–9160.
Fisher, R. P., Lisowsky, T., Parisi, M. A., & Clayton, D. A. (1992). DNA wrapping and bending
by a mitochondrial high mobility group-like transcriptional activator protein. J. Biol. Chem.
267, 3358–3367.
Fisher, R. P., Topper, J. N., & Clayton, D. A. (1987). Promoter selection in human mitochondria
involves binding of a transcription factor to orientation independant upstream regulatory
elements. Cell 50, 247–258.
Fitzgerald, M. & Shenk, T. (1981). The sequence 5’-AAUAAA-3’ forms part of the recognition
site for polyadenylation of late SV40 mRNAs. Cell 24, 251–260.
Forsburg, S. L. & Guarente, L. (1988). Mutational analysis of upstream activation sequence 2
of the CYC1 gene of Saccharomyces cerevisiae: A HAP2-HAP3 responsive site. Mol. Cell.
Biol. 8, 647–654.
Forster, A. C. & Altman, S. (1990). Similar cage–shaped structures for the RNA components
of all ribonuclease P and ribonuclease MRP enzymes. Cell 62, 407–409.
Fox, T. D. (1986). Nuclear gene products required for translation of specific mitochondrially
coded mRNAs in yeast. Trends Genet. 2, 97–99.
BIBLIOGRAPHIE 251
Freitag, H., Janes, M., & Neupert, W. (1982). Biosynthesis of mitochondrial porin and insertion
into the outer mitochondrial membrane of Neurospora crassa. Eur. J. Biochem. 126, 197–
202.
Frendewey, D., Dingermann, T., Cooley, L., & So¨ll, D. (1985). Processing of precursor tRNAs in
Drosophila. Processing of the 3’ end involves an endonucleolytic cleavage and occurs after
5’ end maturation. J. Biol. Chem. 260, 449–454.
Frontali, L. C., Palleschi, C., & Francisci, S. (1982). Transcripts of mitochondrial tRNA genes
in Saccharomyces cerevisiae. Nucl. Acids Res. 10, 7283–7293.
Fujita, M. Q., Yoshikawa, H., & Ogasawara, N. (1990). Structure of the dnaA region of
Micrococcus luteus: conservation and variations among eubacteria. Gene 93, 73–78.
Fuson, G. B., Presley, H. L., & Phaff, H. J. (1987). Deoxyribonucleic acid base sequence
relatedness among members of the yeast genus Kluyveromyces. Int. J. Syst. Bact. 37,
371–379.
Gallwitz, D. & Seidel, R. (1980). Molecular cloning of the actin gene from yeast Saccharomyces
cerevisiae. Nucl. Acids Res. 8, 1043–1059.
Garber, R. L. & Altman, S. (1979). In vitro processing of B. mori transfer RNA precursor
molecules. Cell 17, 389–397.
Gardiner, K. J., Marsh, T. L., & Pace, N. R. (1985). Ion dependence of B. subtilis RNase P
reaction. J. Biol. Chem. 260, 5415–5419.
Gardiner, K. J. & Pace, N. R. (1980). RNase P of Bacillus subtilis has a RNA component. J.
Biol. Chem. 255, 7507–7509.
Garriga, G. & Lambowitz, A. M. (1983). RNA splicing in Neurospora mitochondria. J. Biol.
Chem. 258, 14745–14748.
Garriga, G. & Lambowitz, A. M. (1984). RNA splicing in Neurospora mitochondria: Self-splicing
of a mitochondrial intron in vitro. Cell 39, 631–641.
Gasser, S. M., Ohashi, A., Daum, G., Boehni, P. C., & Gibson, J. (1982). The imported
mitochondrial proteins cytochrome b2 and cytochrome c1 are processed in two steps. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79, 267–271.
Gasser, S. M. & Schatz, G. (1983). Import of proteins into mitochondria: In vitro studies on
the biogenesis of the outer membrane. J. Biol. Chem. 258, 3427–3430.
252 BIBLIOGRAPHIE
Gelfand, R. & Attardi, G. (1981). Synthesis and turnover of mitochondrial ribonucleic acid in
HeLa cells: The mature ribosomal and messenger ribonucleic acid species are metabolically
unstable. Mol. Cell. Biol. 1, 497–511.
Gill, C. & Ptashne, M. (1988). Negative effect of the transcriptional activator GAL4. Nature
334, 721–724.
Gillham, N. W. (1978). Mitochondrial genetics in Neurospora. In: Organelle Heredity pp. 257–
280, New-York: Raven Press.
Gold, H. A. & Altman, S. (1986). Reconstitution of RNase P activity using inactive subunits
from E. coli and Hela cells. Cell 44, 243–249.
Gold, H. A., Craft, J., Hardin, J. A., Bartkiewicz, M., & Altman, S. (1988). Antibodies in
human serum that precipitate ribonuclease P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5483–5487.
Gold, H. A., Topper, J. N., Clayton, D. A., & Craft, J. (1989). The RNA processing enzyme
RNase MRP is identical to the Th RNP and related to RNase P. Science 245, 1377–1380.
Go¨rlach, M., Wittekind, M., Beckman, R. A., Mueller, L., & Dreyfuss, G. (1992). Interaction of
the RNA-binding domain of the hnRNP C proteins with RNA. EMBO J. 11, 3289–3295.
Gouy, M. & Gautier, C. (1982). Codon usage in bacteria: correlation with gene expressivity.
Nucl. Acids Res. 10, 7055–7074.
Grant, D. & Chiang, K. S. (1980). Physical mapping and characterization of Chlamydomonas
mitochondrial DNA molecules: Their unique ends, sequence homogeneity, and conservation.
Plasmid 4, 82–96.
Grantham, R., Gautier, C., Gouy, M., Mercier, R., & Pave´, A. (1980). Codon catalog usage and
the genome hypothesis. Nucl. Acids Res. 8, r49–r62.
Gray, M. W. (1982). Mitochondrial genome diversity and the evolution of mitochondrial DNA.
Can. J. Biochem. 60, 157–171.
Gray, M. W. (1988). Organelle origins and ribosomal RNA. Biochem. Cell Biol. 66, 325–348.
Gray, M. W. & Boer, P. H. (1988). Organization and expression of algal Chlamydomonas
reinhardtii mitochondrial DNA. Philos. Trans. R. Soc. London B 319, 135–147.
Gray, M. W. & Doolittle, W. F. (1982). Has the endosymbiont hypothesis been proven?
Microbiol. Rev. 46, 1–42.
BIBLIOGRAPHIE 253
Greenleaf, A. L., Kelly, J. L., & Lehman, I. R. (1986). Yeast RPO41 gene product is required for
transcription and maintenance of the mitochondrial genome. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83, 3391–3394.
Grivell, L. A. (1987). Mitochondrial DNA in the yeast Saccharomyces cerevisiae. In: Genetic
Maps 1987, (O’Brien, S. J., ed) volume 4 pp. 290–297, New York: Cold Spring Harbor Lab.
Grivell, L. A., Netter, P., Borst, P., & Slonimski, P. P. (1973). Mitochondrial antibiotic resis-
tance in yeast: Ribosomal resistance to chloramphenicol, erythromycine and spiramycine.
Biochem. Biophys. Acta 312, 358–367.
Grosjean, H. & Fiers, W. (1982). Preferential codon usage in prokaryotic genes: The optimal
codon-anticodon interaction energy and the selective codon usage in efficiently expressed
genes. Gene 18, 199–209.
Guarente, L., Lalonde, B., Gifford, P., & Alani, E. (1984). Distinctly regulated tandem upstream
activation sites mediate catabolite repression of the CYC1 gene of S. cerevisiae. Cell 36,
503–511.
Guarente, L. & Mason, T. (1983). Heme regulates transcription of the CYC1 gene of S. cerevisiae
via an upstream activation site. Cell 32, 1279–1286.
Guerrier-Takada, C. & Altman, S. (1986). M1 RNA with large terminal deletions retains its
catalytic activity. Cell 45, 177–183.
Guerrier-Takada, C. & Altman, S. (1992). Reconstitution of enzymatic activity from fragments
of M1 RNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 1266–1270.
Guerrier-Takada, C., Gardiner, K., Marsh, P., Pace, N., & Altman, S. (1983). The RNA moiety
of ribonuclease P is the catalytic subunit of the enzyme. Cell 35, 849–857.
Guerrier-Takada, C., Haydock, K., Allen, L., & Altman, S. (1986). Metal ion requirements and
other aspects of the reaction catalyzed by M1 RNA, the RNA subunit of ribonuclease P
from E. coli. Biochemistry 25, 1509–1515.
Guerrier-Takada, C., Lumelsky, N., & Altman, S. (1989). Specific interactions in RNA enzymes-
substrate complexes. Science 246, 1578–1584.
Guerrier-Takada, C., van BelKum, A., Pleij, C., & Altman, S. (1988). Novel reactions of RNase P
with tRNA-like structure in Turnip Yellow Mosaic Virus RNA. Cell 53, 267–272.
254 BIBLIOGRAPHIE
Gutell, R. & Fox, G. E. (1988). A compilation of large subunit RNA sequences presented in a
structural format. Nucl. Acids Res. 16, r175–r269.
Haas, E. S., Morse, D. P., Brown, J. W., Schmidt, F. J., & Pace, N. R. (1991). Long-range
structure in ribonuclease P RNA. Science 254, 853–856.
Hagenbu¨chle, O., Larson, D., Hall, G. I., & Sprague, K. U. (1979). The primary transcription
products of a silkworm alanine tRNA gene: Identification of in vitro site of initiation,
termination and processing. Cell 18, 1217–1229.
Hahn, S., Hoart, E. T., & Guarente, L. (1985). Each of the three “TATA elements” specifies
a subset of the transcription initiation sites at the CYC1 promoter of Saccharomyces
cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8562–8566.
Halbreich, A., Pajot, P., Foucher, M., Grandchamp, C., & Slonimski, P. P. (1980). A pathway
of cytochrome b mRNA processing in yeast mitochondria: Specific splicing steps and an
intron-derived circular RNA. Cell 19, 321–329.
Hanahan, D. (1983). Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J. Mol. Biol.
166, 557–580.
Hansen, F. G., Hansen, E. B., & Atlung, T. (1985). The physical mapping and nucleotide
sequence of the RNPA gene that encodes the protein component of ribonuclease P in E. coli.
Gene 38, 85–93.
Hartl, F. U., Ostermann, J., Guiard, B., & Neupert, W. (1987). Successive translocation into
and out of the mitochondrial matrix: Targeting of proteins to the intermembrane space by
a bipartite signal peptide. Cell 51, 1027–1037.
Hartmann, R. K. & Erdmann, V. A. (1991). Analysis of the gene encoding the RNA subunit of
ribonuclease P from T. thermophilus HB8. Nucl. Acids Res. 19, 5957–5964.
Haselhoff, J. & Gerlach, W. (1988). Simple RNA enzymes with new and highly specific
endoribonuclease activities. Nature 334, 585–591.
Hay, R., Boehni, P. C., & Gasser, S. (1984). How mitochondria import proteins. Biochim.
Biophys. Acta 779, 65–87.
Henikoff, S. & Cohen, E. H. (1984). Sequences responsible for transcription termination on a
gene segment in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 4, 1515–1520.
BIBLIOGRAPHIE 255
Hennig, B., Koehler, H., & Neupert, W. (1983). Receptor sites involved in posttranslational
transport of apocytochrome c into mitochondria: Specificity, affinity, and number of sites.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 4963–4967.
Hennig, B. & Neupert, W. (1981). Assembly of cytochrome c. Apocytochrome c is bound to
specific sites on mitochondria before its conversion to holocytochrome c. Eur. J. Biochem.
121, 203–213.
Hensgens, L. A. M., Arnberg, A. C., Roosendaal, E., van der Horst, G., van der Veen, R., van
Ommen, G. J. B., & Grivell, L. A. (1983a). Variation, transcription and circular RNAs of
the mitochondrial gene for subunit I of cytochrome c oxidase. J. Mol. Biol. 164, 35–58.
Hensgens, L. A. M., Bonen, L., de Haan, M., Horst, G. V. D., & Grivell, L. A. (1983b). Two
intron-sequences in yeast mitochondrial COX1 gene: Homology among URF-containing
introns and strain dependant variation in flanking exons. Cell 32, 379–389.
Hensgens, L. A. M., Grivell, L. A., Borst, P., & Bos, J. L. (1979). Nucleotide sequence of the
mitochondrial structural gene for subunit 9 of yeast ATPase complex. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76, 1663–1667.
Hensgens, L. A. M., van der Horst, G., Vos, H. L., & Grivell, L. A. (1984). RNA processing in
yeast mitochondria: Characterization of mit− mutants disturbed in the synthesis of subunit I
of cytochrome c oxidase. Curr. Genet. 8, 457–465.
Herbert, C. J., Labouesse, M., Dujardin, G., & Slonimski, P. P. (1988). The NAM2 proteins from
S. cerevisiae and S. douglasii are mitochondrial leucyl-tRNA synthetases, and are involved
in mRNA splicing. EMBO J. 7, 473–483.
Hill, J., McGraw, P., & Tzagoloff, A. (1985). A mutation in yeast mitochondrial DNA results
in a precise excision of the terminal intron of the cytochrome b gene. J. Biol. Chem. 260,
3235–3238.
Hinnenbush, A. G. (1984). Evidence for translational regulation of the activator of general amino
acid control in yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6442–6446.
Hinnenbush, A. G. (1988). Mechanisms of gene regulation in the general control of amino acid
biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol. Rev. 52, 248–273.
Holland, J. P. & Holland, M. J. (1979). The primary structure of a glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene from Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 254, 9839–9845.
256 BIBLIOGRAPHIE
Holland, M. J., Holland, J. P., Thill, G. P., & Jackson, K. A. (1981). The primary structures of
two yeast enolase genes. J. Biol. Chem. 256, 1385–1395.
Hopper, A. K., Furukawa, A. H., Pham, H. D., & Martin, N. C. (1982). Defect in modification
of cytoplasmic and mitochondrial transfert RNAs are caused by single nuclear mutations.
Cell 28, 543–550.
Hopper, A. K. & Martin, N. C. (1993). Processing of cytoplasmic and mitochondrial precursor
tRNAs. In: Molecular Biology of the Yeast S. cerevisiae, (Jones, E. W., Pringle, J. R., &
Broach, J. R., eds) p. (Sous presse), Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor
Laboratory.
Horwitch, A. L., Kalousek, F., Fenton, W. A., Furtak, K., & Pollock, R. (1987). The ornithine
transcarbamylase leader peptide directs mitochondrial import through both its midportion
structure and net positive charge. J. Cell. Biol. 105, 669–677.
Hurt, E. C. & van Loon, A. P. G. M. (1986). How proteins find mitochondria and intramito-
chondrial compartments. Trends Biochem. Sci. 11, 204–207.
Huynh, T. V., Young, R. A., & Davis, R. W. (1984). Constructing and screening cDNA libraries
in λ gt10 and λ gt11. In: DNA Cloning Techniques: A Practical Approach, (Glover, D., ed)
pp. 49–78, Oxford: IRL Press.
Ikemura, T. (1982). Correlation between the abundance of yeast transfert RNAs and the
occurence of the respective codons in protein genes. Difference in synonymous codon choice
patterns of yeast and Escherichia coli with reference to the abundance of isoaccepting
transfer RNAs. J. Mol. Biol. 158, 573–597.
Insdorf, N. F. & Bogenhagen, D. F. (1989a). DNA polymerase γ from Xenopus laevis. I. The
identification of a high molecular weight catalytic subunit by a novel DNA polymerase
photolabeling procedure. J. Biol. Chem. 264, 21491–21497.
Insdorf, N. F. & Bogenhagen, D. F. (1989b). DNA polymerase γ from Xenopus laevis. II. A
3’→ 5’ exonuclease is tightly associated with the DNA polymerase activity. J. Biol. Chem.
264, 21498–21503.
Isaac, P. G., Brennicke, A., Dunbar, S., & Leaver, C. J. (1985). The mitochondrial genome of
fertile maize (Zea mays L.) contains two copies of the gene encoding the α-subunit of the
F1-ATPase. Curr. Genet. 10, 321–328.
BIBLIOGRAPHIE 257
Ito, H., Jukuda, Y., Murata, K., & Kimura, A. (1983). Transformation of intact yeast cells
treated with alkali cations. J. Bacteriol. 153, 163–169.
Jacq, C., Kujawa, C., Grandchamp, C., & Netter, P. (1977). Physical characterization of
the difference between yeast mtDNA alleles + and −. In: Genetics and Biogenesis of
Mitochondria, (Bandlow, W., Schweyen, R. J., & Kaudewitz, F., eds) pp. 255–270, Berlin:
W. de Gruyter.
Jacquier, A. & Dujon, B. (1983). The intron of the mitochondrial 21S rRNA gene: Distribution
in different yeast species and sequence comparison between Kluyveromyces thermotolerans
and Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen. Genet. 192, 487–499.
Jacquier, A. & Dujon, B. (1985). An intron-encoded protein is active in a gene conversion
process that spreads an intron into a mitochondrial gene. Cell 41, 383–394.
James, B. D., Olsen, G. J., Liu, J., & Pace, N. R. (1988). The secondary structure of
ribonuclease P RNA, the catalytic element of a ribonucleoprotein enzyme. Cell 52, 19–26.
Jayanthi, G. P. & van Tuyle, G. C. (1992). Characterization of ribonuclease P isolated from rat
liver cytosol. Arch. Biochem. Biophys. 296, 264–270.
Johnston, M. (1987). A model fungal gene regulatory mechanism: The GAL genes of Saccha-
romyces cerevisiae. Microbiol. Rev. 51, 458–476.
Jordana, X., Chatton, B., Paz-Weisshaar, M., Buhler, J. M., Cramer, F., Ebel, J. P., & Fasiolo,
F. (1987). Structure of yeast valyl-tRNA synthetase gene (VAS1) and the homology of its
translated amino acid sequence with Escherichia coli isoleucyl-tRNA synthetase. J. Biol.
Chem. 262, 7183–7194.
Kammerer, B., Guyonvarch, A., & Hubert, J. C. (1984). Yeast regulatory gene PPR1. I.
Nucleotide sequence, restriction map and codon usage. J. Mol. Biol. 180, 239–250.
Katan, M., Harten-Loosbroek, N. V., & Groot, G. S. P. (1976). The cytochrome bc1 complex
of yeast mitochondria. Site of translation of the polypeptide in vivo. Eur. J. Biochem. 70,
409–417.
Keene, J. D., Deutscher, S. L., Kenan, D., & Kelekar, A. (1987). Structure and function of
eukaryotic RNP. Mol. Biol. Rep. 12, 235–238.
Kelly, J. L. & Lehman, L. R. (1986). Yeast mitochondrial polymerase. J. Biol. Chem. 261,
10340–10347.
258 BIBLIOGRAPHIE
Kenan, D. J., Query, C. C., & Keene, J. D. (1991). RNA recognition: towards identifying
determinants of specificity. Trends Biochem. Sci. 16, 214–220.
Kjellin-Straˇby, K., Engelke, D. R., & Abelson, J. (1984). Homologous in vitro transcription
of linear DNA ragments containing the tRNAArg–tRNAAsp gene pair from Saccharomyces
cerevisiae. DNA 3, 167–171.
Kleene, R., Pfanner, N., Pfaller, R., Link, T. A., & Sebald, W. (1987). Mitochondrial porin of
N. crassa: cDNA cloning, in vitro expression and import into mitochondria. EMBO J. 6,
2627–2633.
Kline, L., Nishikawa, S., & So¨ll, D. (1981). Partial purification of RNase P from Schizosaccha-
romyces pombe. J. Biol. Chem. 256, 5058–5063.
Kloeckner-Gruissem, B., McEwen, J. E., & Poyton, R. O. (1987). Nuclear functions required
for cytochrome c oxidase biogenesis in S. cerevisiae: Multiple transacting nuclear genes
exert specific effects on expression of each of the cytochrome c oxidase subunits encoded on
mitochondrial DNA. Curr. Genet. 12, 311–322.
Koerner, T. J., Myers, A. M., Lee, S., & Tzagoloff, A. (1987). Isolation and characterization of
the yeast gene coding for the α-subunit of mitochondrial phenylalanyl-tRNA synthetase. J.
Biol. Chem. 262, 3690–3696.
Kole, R. & Altman, S. (1979). Reconstitution of RNase P activity from inactive RNA and
protein. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 3795–3799.
Kole, R. & Altman, S. (1982). tRNA processing enzymes from Escherichia coli. In: The Enzymes,
(Boyer, P. D., ed) pp. 469–483, New York: Academic Press.
Kole, R., Bear, M. F., Stark, B. C., & Altman, S. (1982). Escherichia coli RNase P has a
required RNA component in vivo. Cell 19, 881–887.
Kotylak, Z., Lazowska, J., & Slonimski, P. P. (1986). Intron encoded proteins of mitochondria:
Key elements of gene expression and genomic evolution. In: Achievements and Perspectives
of Mitochondrial Research, (Quagliariello, E., Slater, E. C., Palmieri, F., Saccone, C., &
Kroon, A. M., eds) volume 2 pp. 1–20, Amsterdam: Elsevier.
Kova´cˇ, L., Lazowska, J., & Slonimski, P. P. (1984). A yeast with linear molecules of mitochondrial
DNA. Mol. Gen. Genet. 197, 420–424.
BIBLIOGRAPHIE 259
Kozak, M. (1983). Comparison of initiation of protein synthesis in procaryotes, eucaryotes, and
organelles. Microbiol. Rev. 47, 1–45.
Kozak, M. (1984a). Point mutations close to the AUG initiator codon affect the efficiency of
translation of rat preproinsulin in vivo. Nature 309, 241–246.
Kozak, M. (1984b). Compilation and analysis of sequences upstream from the translational start
site in eukaryotic mRNAs. Nucl. Acids Res. 12, 857–872.
Kozak, M. (1986a). Influences of mRNA secondary structure on initiation by eukaryotic
ribosomes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 2850–2854.
Kozak, M. (1986b). Point mutations define a sequence flanking the AUG initiator codon that
modulates translation by eukaryotic ribosomes. Cell 44, 283–292.
Kreike, J., Schulze, M., Pillar, T., Koerte, A., & Roedel, G. (1986). Cloning of a nuclear gene
MRS1 involved in the excision of a single group I intron (bI3) from the mitochondrial COB
transcript in S. cerevisiae. Curr. Genet. 11, 185–191.
Kruger, K., Grabowski, P. J., Zaug, A. J., Sands, J., Gottschling, D. E., & Cech, T. R. (1982).
Self-splicing RNA: Autoexcision and autocyclization of the ribosomal RNA intervening
sequence of Tetrahymena. Cell 31, 147–157.
Krupp, G., Cherayil, B., Frendewey, D., Nishikawa, S., & So¨ll, D. (1986). Two RNA species
co-purify with RNase P from the fission yeast Schizosaccharomyces pombe. EMBO J. 5,
1697–1703.
Krupp, G. & So¨ll, D. (1987). Simplified in vitro synthesis of mutated RNA molecules. An
oligonucleotide promoter determines the initiation site T7 RNA polymerase on ss M13
phage DNA. FEBS Lett. 212, 271–275.
Kunkel, G. R. & Martinson, H. G. (1981). Nucleosomes will not form on double-stranded RNA
or over poly(dA)·poly(dT) tracts in recombinant DNA. Nucl. Acids Res. 9, 6869–6888.
Kunkel, T. A. & Mosbaugh, D. W. (1989). Exonucleolytic proofreading by a mammalian DNA
polymerase γ. Biochemistry 28, 988–995.
Kunkel, T. A. & Soni, A. (1988). Exonucleolytic proofreading enhances the fidelity of DNA
synthesis by chicken embryo DNA polymerase-γ. J. Biol. Chem. 263, 4450–4459.
260 BIBLIOGRAPHIE
Ku¨ntzel, H., Imam, G., Ko¨chel, H., Lazarus, C. M., Bartnik, E., Bidermann, A., & Stepien,
P. P. (1980). The mitochondrial genome of Aspergillus nidulans. In: The Organization and
Expression of the Mitochondrial Genome, (Kroon, A. M. & Saccone, C., eds) pp. 79–86,
Amsterdam: Elsevier/North Holland Biochemical Press.
Labouesse, M., Herbert, C. J., Dujardin, G., & Slonimski, P. P. (1987). The suppressor mutations
which cure a mitochondrial RNA maturase deficiency occur at the same codon in the open
reading frame of the nuclear NAM2 gene. EMBO J. 6, 713–721.
Lachance, M. (1989). Restriction mapping of rDNA and the taxonomy of Kluyveromyces van
der Walt emend. van der Walt. Yeast 5, S379, S383.
Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680–685.
Lang, B. F. (1984). The mitochondrial genome of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe:
High homologous introns are inserted at the same position of the otherwise less conserved
cox1 genes in Schizosaccharomyces pombe and Aspergillus nidulans. EMBO J. 3, 2129–2136.
Lang, B. F., Ahne, F., Distler, S., Trinkl, H., & Kaudewitz, F. (1983). Sequence of the mitochon-
drial DNA, arrangement of genes and processing of their transcripts in Schizosaccharomyces
pombe. In: Mitochondria 1983. Nucleo-Mitochondrial Interactions, (Schweyen, R. J., Wolf,
K., & Kaudewitz, F., eds) pp. 313–329, Berlin: W. de Gruyter.
Langgutt, W., Entrup, R., & Schweizer, E. (1986). Isolation of a nuclear yeast gene involved in
the mitochondrial import of cytoplasmically synthesized precursor proteins. Curr. Genet.
11, 177–184.
Laughon, A. & Gesteland, R. (1984). Primary structure of the Saccharomyces cerevisiae GAL4
gene. Mol. Cell. Biol. 4, 260–267.
Lawrence, N. & Altman, S. (1986). Site-directed mutagenesis of M1 RNA the RNA subunit of
E. coli ribonuclease P. The effects of an addition and small deletions on catalytic function.
J. Mol. Biol. 191, 163–175.
Lawrence, N., Wesolowski, D., Gold, H., Bartkiewicz, M., Guerrier-Takada, C., McClain, W. H.,
& Altman, S. (1987a). Characteristics of ribonuclease P from various organisms. Cold
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 52, 233–238.
BIBLIOGRAPHIE 261
Lawrence, N. P., Richman, A., Amini, R., & Altman, S. (1987b). Heterologous enzyme function
in E. coli and the selection of genes encoding the catalytic RNA subunit of RNase P. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84, 6825–6829.
Lazowska, J., Jacq, C., & Slonimski, P. P. (1980). Sequence of introns and flanking exons in
wild-type and box3 mutants of cytochrome b reveals an interlaced splicing protein coded
by an intron. Cell 22, 333–348.
Leaver, C. J. & Harmey, M. A. (1976). Higher-plant mitochondrial ribosomes contain a 5S
ribosomal ribonucleic acid component. Biochem. J. 157, 275–277.
Lee, J. Y., Rohlman, C. E., l. A. Molony, & Engelke, D. R. (1991). Characterization of RPR1, an
essential gene encoding the RNA component of Saccharomyces cerevisiae nuclear RNase P.
Mol. Cell Biol. 11, 721–730.
Lerner, M. R. & Steitz, J. A. (1979). Antibodies to small nuclear RNAs complexed with proteins
are produced by patients with systemic lupus erythematosus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
76, 5495–5499.
Lerner, M. R. & Steitz, J. A. (1981). Snurps and Scyrps. Cell 25, 298–300.
Li, M. & Tzagoloff, A. (1979). Assembly of the mitochondrial system: Sequences of yeast
mitochondrial valine and an unusual threonine tRNA genes. Cell 18, 47–53.
Liautard, J. P., Rucheton, M., & Graafland, H. (1985). Petits ARN nucle´aires et connectivites.
Me´decine/sciences 1, 186–191.
Lipson, S. E., Cimino, G. D., & Hearst, J. E. (1988). Structure of M1 RNA as determined by
psoralen cross-linking. Biochemistry 27, 570–575.
Littauer, U. Z. & Sore, Q. H. (1982). The regulatory function of poly-(A) and adjacent 3’
sequences in translated RNA. Nucl. Acids Res. 27, 53–83.
Luisi, B. (1992). Zinc standard for economy. Nature 356, 379–380.
Lumelsky, N. & Altman, S. (1988). Selection and identification of randomly produced mutants
in the gene coding for M1 RNA. J. Mol. Biol. 202, 443–454.
Lustig, A., Padmanaban, G., & Rabinowitz, M. (1982). Regulation of the nuclear-coded peptides
of yeast cytochrome c oxidase. Biochemistry 21, 309–316.
262 BIBLIOGRAPHIE
Macreadie, I. G., Novitski, C. E., Maxwell, R. J., John, U., Ooi, B. G., McMullen, G. L., Lukins,
H. B., Linnane, A. W., & Nagley, P. (1983). Biogenesis of mitochondrial gene aap1 coding
for mitochondrial ATPase subunit 8 in Saccharomyces cerevisiae. Nucl. Acids Res. 11,
4435–4451.
Macreadie, I. G., Scott, R. M., Zinn, A. R., & Butow, R. A. (1985). Transposition of an intron
in yeast mitochondria requires a protein encoded by that intron. Cell 41, 395–402.
Mamula, M. J., Baer, M., Craft, J., & Altman, S. (1989). An immunological determinant of
RNase P protein is conserved between Escherichia coli and humans. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86, 8717–8721.
Manam, S. & van Tuyle, G. C. (1987). Separation and characterization of 5’- and 3’-tRNA
processing nucleases from rat liver mitochondria. J. Biol. Chem. 262, 10272–10279.
Mandel, M. & Higa, A. (1970). Calcium dependent bacteriophage DNA infection. J. Mol. Biol.
53, 159–162.
Maniatis, T., Fritsch, E. F., & Sambrook, J. (1982). In:Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
(Laboratory, C. S. H., ed) , Cold Spring Harbor, New York: CSH press.
Marsh, T. L. & Pace, N. R. (1985). Ribonuclease P catalysis differs from ribosomal RNA
self-splicing. Science 229, 79–81.
Martin, N. C. & Hopper, A. K. (1982). Isopentenylation of both cytoplasmic and mitochondrial
tRNAs is affected by a single nuclear mutation. J. Biol. Chem. 257, 10562–10565.
Martin, N. C., Miller, D. L., Underbrink, K., & Ming, X. (1985). Structure of precursor to the
yeast mitochondrial tRNAMetf . J. Biol. Chem. 260, 1479–1483.
Martin, N. C., Rabinowitz, M., & Fukuhara, H. (1976). Isoaccepting mitochondrial glutamyl-
tRNA species transcribed from different regions of the mitochondrial genome of S. cere-
visiae. J. Mol. Biol. 101, 285–296.
Martin, N. C., Rabinowitz, M., & Fukuhara, H. (1977). Yeast mitochondrial DNA specifies tRNA
for 19 amino acids. Deletion mapping of the tRNA genes. Biochemistry 16, 4672–4677.
Martin, N. C. & Underbrink-Lyon, K. (1981). A mitochondrial locus is necessary for the synthesis
of mitochondrial tRNA in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78, 4743–4747.
BIBLIOGRAPHIE 263
Martin, R. P. (1980). Les tRNA mitochondriaux de la levure Saccharomyces cerevisiae: Fraction-
nement, origine ge´ne´tique, structures primaires et organisation de leurs ge`nes sur le DNA
mitochondrial. PhD thesis Universite´ Louis Pasteur Strasbourg.
Martin, R. P., Schneller, J. M., Stahl, A. J. C., & Dirheimer, G. (1979). Import of nuclear
deoxyribonucleic acid coded lysine-accepting transfer ribonucleic acid (anticodon CUU)
into yeast mitochondria. Biochemistry 18, 4600–4605.
Martin, R. P., Sibler, A. P., Bordonne´, R., Canaday, J., & Dirheimer, G. (1980). Nucleotide
sequence and gene localization of the yeast mitochondrial initiator tRNAMet and UGA-
decoding tRNATrp. In: The Organization and Expression of the Mitochondrial Genome,
(Kroon, A. M. & Saccone, C., eds) pp. 311–314, Amsterdam: Elsevier/North-Holland
Biomedical Press.
Martini, A. V. & Martini, A. (1987). Taxonomic revision of the yeast genus Kluyveromyces by
nuclear deoxyribonucleic acid reassociation. Int. J. Syst. Bact. 37, 380–385.
Mason, T. L. & Schatz, G. (1973). Cytochrome c oxidase from baker’s yeast. III. Site of
translation of the protein components. J. Biol. Chem. 248, 1355–1360.
Masters, B. S., Stohl, L. L., & Clayton, D. A. (1987). Yeast mitochondrial RNA polymerase is
homologous to those encoded by bacteriophage T3 and T7. Cell 51, 89–99.
Mazen, A., Gradwohl, G., & de Murcia, G. (1988). Zinc binding proteins detected by protein
blotting. Anal. Biochem. 172, 39–42.
McClain, W. H., Guerrier-Takada, C., & Altman, S. (1987). Models substrates for an RNA
enzyme. Science 238, 527–530.
McEwen, J. E., Ko, C., Kloeckner-Gruissem, B., & Poyton, R. O. (1986). Nuclear functions
required for cytochrome c oxidase biogenesis in Saccharomyces cerevisiae. Characterization
of mutants in 34 complementation groups. J. Biol. Chem. 21, 11872–11879.
McGraw, P. & Tzagoloff, A. (1983). Assembly of the mitochondrial membrane system. Charac-
terization of a yeast nuclear gene involved in the processing of cytochrome b pre-mRNA.
J. Biol. Chem. 258, 9459–9468.
McIntosh, E. M. & Haynes, R. H. (1986). Sequence and expression of the dCMP deaminase
gene DCD1 of Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 6, 1711–1721.
264 BIBLIOGRAPHIE
Mead, D. A., Szczesna-Skorupa, E., & Kemper, B. (1986). Single-stranded DNA “blue” T7
promoter plasmids: A versatile tandem promoter system for cloning and protein engineering.
Protein Engineering 1, 67–74.
Messing, J. (1979). A multipurpose cloning system based on the single-stranded DNA bacterio-
phage M13. In: Recombinant DNA Technical Bulletin number 2 pp. 44–48, 79–99,.
Messing, J., Crea, R., & Seeborg, P. M. (1981). A system for shotgun DNA sequencing. Nucl.
Acids Res. 9, 309–321.
Meyers, A. M. & Tzagoloff, A. (1985). MSW, a yeast gene coding for mitochondrial tryptophanyl-
tRNA synthetase. J. Biol. Chem. 260, 15371–15377.
Michel, F. & Dujon, B. (1983). Conservation of RNA secondary structure in two intron families
including mitochondrial-, chloroplast- and nuclear- encoded members. EMBO J. 2, 33–38.
Michel, F., Jacquier, A., & Dujon, B. (1982). Comparison of fungal mitochondrial introns reveals
extensive homologies in RNA secondary structure. Biochimie 64, 867–881.
Michel, F. & Lang, F. (1985). Mitochondrial class II introns encode proteins related to the
reverse transcriptases of retroviruses. Nature 316, 641–643.
Michel, F., Umesono, K., & Ozeki, H. (1989). Comparative and functional anatomy of groupe II
catalytic introns. A review. Gene 82, 5–30.
Mihara, K., Blobel, G., & Sato, R. (1982). In vitro synthesis and integration into mitochondria
of porin, a major protein of the outer mitochondrial membrane of Saccharomyces cerevisiae.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 7102–7106.
Miller, D. L. & Martin, N. C. (1981). Organization and expression of a tRNA gene cluster in
Saccharomyces cerevisiae mitochondrial DNA. Curr. Genet. 4, 135–143.
Miller, D. L. & Martin, N. C. (1983). Characterization of the yeast mitochondrial locus necessary
for tRNA biosynthesis: DNA sequence analysis and identification of a new transcript. Cell
34, 911–917.
Miller, D. L., Martin, N. C., Pham, H. D., & Donelson, J. (1979). Sequence analysis of two
yeast mitochondrial fragments containing the genes for tRNASerUCR and tRNA
Phe
UUY. J. Biol.
Chem. 254, 11735–11740.
Miller, J., McLachlan, J., & Klug, A. (1985). Repetitive zinc-binding domains in the protein
transcription factor IIIA from Xenopus oocytes. EMBO J. 4, 1609–1614.
BIBLIOGRAPHIE 265
Montoya, J., Gaines, G. L., & Attardi, G. (1983). The pattern of transcription of the human
mitochondrial rRNA genes reveals two overlapping transcription units. Cell 34, 151–159.
Montoya, J., Ojala, D., & Attardi, G. (1981). Distinctive features of 5’-terminal sequences of
the human mitochondrial mRNAs. Nature 290, 465–470.
Morales, M. J., Dang, Y. L., Lou, Y. C., Sulo, P., & Martin, N. C. (1992). A 105-kDa protein
is required for yeast mitochondrial RNase P activity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89,
9875–9879.
Morales, M. J., Wise, C. A., Hollingsworth, M. J., & Martin, N. C. (1989). Characterization of
yeast mitochondrial RNase P: An intact RNA subunit RNA is not essential for activity it
in vitro. Nucl. Acids Res. 17, 3865–6881.
Moritomo, R., Locker, J., Synentzi, R. M., & Rabinowitz, M. (1979). Transcription, processing,
and mapping of mitochondrial RNA from grande and petite yeast. J. Biol. Chem. 254,
12461–12470.
Morse, D. P. & Schmidt, F. J. (1992). Sequence encoding the protein and RNA components of
ribonuclease P from Streptomyces bikiniensis var. zorbonensis. Gene 117, 61–66.
Mueller, D. M., Biswas, T. K., Backer, J., Edwards, J., & Rabinowitz, M. (1987). Temperature-
sensitive pet mutants in yeast Saccharomyces cerevisiae that lose mitochondrial RNA. Curr.
Genet. 11, 359–367.
Mueller, P. & Fox, T. D. (1984). Molecular cloning and genetic mapping of the PET494 gene
of Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen. Genet. 195, 275–280.
Mueller, P., Reif, M. K., Zonghon, S., Sengstag, C., & Mason, T. L. (1984). A nuclear mutation
that post-transcriptionally blocks accumulation of a yeast mitochondrial gene product can
be suppressed by a mitochondrial gene rearrangement. J. Mol. Biol. 175, 431–452.
Mueller, P. P. & Hinnebush, A. G. (1986). Multiple upstream AUG codons mediate translational
control of GCN4. Cell 45, 201–207.
Myers, A. M., Crivellone, M. D., Koerner, T. J., & Tzagoloff, A. (1987a). Characterization of
the yeast HEM2 gene and transcriptional regulation of COX5 and COR1 by heme. J. Biol.
Chem. 262, 16822–16829.
266 BIBLIOGRAPHIE
Myers, A. M., Crivellone, M. D., & Tzagoloff, A. (1987b). Assembly of the mitochondrial
membrane system. MRP1 and MRP2, two yeast nuclear genes coding for mitochondrial
ribosomal proteins. J. Biol. Chem. 262, 3388–3397.
Myers, A. M., Pape, L. K., & Tzagoloff, A. (1985). Mitochondrial protein synthesis required
for maintenance of intact mitochondrial genomes in Saccharomyces cerevisiae. EMBO J. 4,
2087–2092.
Nagata, S., Tsunetsugo-Yokota, Y., Naito, A., & Kaziro, Y. (1983). Molecular cloning and
sequence determination of the nuclear gene coding for mitochondrial elongation factor TU
of Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 6192–6196.
Nagawa, F. & Fink, G. R. (1985). The relationship between the “TATA” sequence and
transcription initiation sites at the HIS4 gene of Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82, 8557–8561.
Najarian, D., Dihanich, M. E., Martin, N. C., & Hopper, A. K. (1987). DNA sequence and
transcript mapping of MOD5: features of the 5’ region which suggest two translational
starts. Mol. Cell. Biol. 7, 185–191.
Nakamaye, K. L. & Eckstein, F. (1986). Inhibition of restriction endonuclease NciI cleavage by
phosphorothioate groups and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis. Nucl.
Acids Res. 14, 9679–9698.
Natsoulis, G., Hilger, F., & Fink, G. (1986). The HTS1 gene encodes both the cytoplasmic and
mitochondrial histidyl-tRNA synthetases of Saccharomyces cereviasiae. Cell 46, 235–243.
Nelson, M. A. & Macino, G. (1985). Gene organization and expression in Neurospora crassa
mitochondria. In: Achievements and Perspectives of Mitochondrial Research. vol. II: Bio-
genesis, (Quagliariello, F., ed) pp. 293–304, Amsterdam: Elsevier Science Publishers.
Netzker, R., Kochel, H. G., & Kunzel, H. (1982). Nucleotide sequence of Aspergillus nidulans
mitochondrial genes coding for ATPase subunit 6, cytochrome oxidase subunit 3, seven
unidentified proteins, four tRNA and L-rRNA. Nucl. Acids Res. 10, 4783–4794.
Newman, D., Pham, H. D., Underbrink-Lyon, K., & Martin, N. C. (1980). Characterization of
tRNA genes in tRNA region II of yeast mitochondrial DNA. Nucl. Acids Res. 8, 5007–5016.
Nichols, L. & Schmidt, F. J. (1988). Dependance of M1 RNA substrate specifity on magnesium
ion concentration. Nucl. Acids Res. 16, 2931–2942.
BIBLIOGRAPHIE 267
Nichols, M., So¨ll, D., & Willis, I. (1988). Yeast RNase P: Catalytic activity and substrate binding
are separate functions. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 1379–1383.
Nicholson, D. W., Hergersberg, C., & Neupert, W. (1988). Role of cytochrome c heme lyase in
the import of cytochrome c into mitochondria. J. Biol. Chem. 263, 19034–19042.
Nicholson, D. W., Koehler, H., & Neupert, W. (1987). Import of cytochrome c into mitochondria.
Cytochrome c heme lyase. Eur. J. Biochem. 164, 147–157.
Nieuwlandt, D. T., Haas, E. S., & Daniels, C. J. (1991). The RNA component of RNase P from
Archaebacterium Haloferax volcanii. J. Biol. Chem. 266, 5689–5695.
Nobrega, F. G. & Tzagoloff, A. (1980). Assembly of the mitochondrial system: Structure and
location of the mitochondrial glutamic tRNA gene in Saccharomyces cerevisiae. FEBS lett.
113, 52–54.
Ogasawara, N., Moriya, S., von Meyenburg, K., Hansen, F. G., & Yoshikawa, H. (1985).
Conservation of genes and their characterization in the chromosomal replication origin
region of Bacillus subtilis and Escherichia coli. EMBO J. 4, 3345–3350.
Ogasawara, N. & Yoshikawa, H. (1992). Genes and their organization in the replication origin
region of the bacterial chromosome. Mol. Microbiol. 6, 629–634.
Ohashi, A., Gibson, J., Gregor, I., & Schatz, G. (1982). Import of protein into mitochondria:
The precursor of cytochrome c1 is processed in two steps, one of them heme-dependant. J.
Biol. Chem. 257, 13042–13047.
Ohnishi, T., Kawagushi, K., & Hagihara, B. (1966). Preparation and some properties of yeast
mitochondria. J. Biol. Chem. 241, 1797–1806.
Ojala, D. & Attardi, G. (1974). Expression of the mitochondrial genome in HeLa cells. XIX.
Occurence in mitochondria of polyadenylic acid sequences, “free” and covalently linked to
mitochondrial DNA-coded RNA. J. Mol. Biol. 82, 151–174.
Ojala, D., Merkel, C., Gelfand, R., & Attardi, G. (1980). The tRNA genes punctuate the reading
of genetic information in human mitochondrial DNA. Cell 22, 393–403.
Ojala, D., Montoya, J., & Attardi, G. (1981). tRNA punctuation model of RNA processing in
human mitochondria. Nature 290, 470–474.
Ono, H. & Tuboi, S. (1987). Integration of porin synthesized in vitro into outer mitochondrial
membranes. Eur. J. Biochem. 168, 509–514.
268 BIBLIOGRAPHIE
Orr-Weaver, T. L., Szostak, J. W., & Rothstein, R. J. (1981). Yeast transformation: A model
system for the study of recombination. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 6354–6358.
Orstein (1964). Annals NY Acad. Sci. 121, 321–349.
Osinga, K. A., de Vries, E., van der Horst, G., & Tabak, H. F. (1984). Processing of yeast
mitochondrial messenger RNAs at a conserved dodecamer sequence. EMBO J. 3, 829–834.
Osinga, K. A. & Tabak, H. F. (1982). Initiation of transcription of genes for mitochondrial
ribosomal RNA in yeast: Comparison of the nucleotide sequence around the 5’-ends of both
genes reveals a homologous stretch of 17 nucleotides. Nucl. Acids Res. 10, 3617–3626.
Pace, N. R. & Smith, D. (1990). Ribonuclease P: Function and variation. J. Biol. Chem. 265,
3587–3590.
Padgett, R. A., Gradowski, P. J., Konarska, M. M., Seiler, S., & Sharp, P. A. (1986). Splicing
of messenger RNA precursors. Ann. Rev. Biochem. 55, 1119–1150.
Palleschi, C., Francisci, S., Zennaro, E., & Frontali, L. (1984). Expression of the clustered
mitochondrial tRNA genes in Saccharomyces cerevisiae: Transcription and processing of
transcripts. EMBO J. 3, 1389–1395.
Pape, L., Koerner, T. J., & Tzagoloff, A. (1985). Characterization of a yeast nuclear gene
(MST1) coding for the mitochondrial threonyl-tRNA1 synthetase. J. Biol. Chem. 260,
15362–15370.
Peattie, D. A. (1979). Direct chemical method for sequencing RNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
76, 1760–1764.
Pfanner, N. & Neupert, W. (1987). Biogenesis of mitochondrial energy transducing complexes.
Curr. Topics Bioenerg. 15, 178–221.
Pfeifer, K., Prezant, T., & Guarente, L. (1987). Yeast HAP1 activator binds to two upstream
activation sites of different sequence. Cell 49, 19–27.
Pfeiffer, B. H. & Zimmerman, S. B. (1983). Polymer-stimulated ligation: Enhanced blunt-
or cohesive-end ligation of DNA or deoxyribonucleotides by T4 DNA ligase in polymer
solutions. Nucl. Acids Res. 11, 7853–7871.
Piechulla, B. & Ku¨ntzel, H. (1983). Mitochondrial polypeptide elongation factor EF-Tu of
Saccharomyces cerevisiae. Functional and structural homologies to E. coli EF-Tu. Eur.
J. Biochem. 132, 235–240.
BIBLIOGRAPHIE 269
Pinkham, J. & Guarente, L. (1985). Cloning and molecular analysis of the HAP2 locus: A global
regulator of respiratory genes in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 5, 3410–3416.
Pinkham, J., Olesen, J., & Guarente, L. (1987). Sequence and nuclear localization of the yeast
HAP2 protein, a transcriptional activator. Mol. Cell. Biol. 7, 578–585.
Piper, P. W. & Straˇby, K. B. (1989). Processing of a transcripts of a dimeric tRNA gene in yeast
uses the nuclease responsible for maturation of the 3’ termini upon 5S and 37S precursor
rRNAs. FEBS lett. 250, 311–316.
Platt, T. (1986). Transcription termination and the regulation of the gene expression. Ann.
Rev. Biochem. 55, 339–372.
Poutre, C. P. & Fox, T. D. (1987). PET111, a S. cerevisiae nuclear gene required for translation
of the mitochondrial mRNA encoding cytochrome c oxidase subunit II. Genetics 115,
637–647.
Pratje, E. & Guiard, B. (1986). One nuclear gene controls the removal of transient presequences
from two yeast proteins: One encoded by the nuclear the other by the mitochondrial genome.
EMBO J. 5, 1313–1317.
Prezant, T., Pfeifer, K., & Guarente, L. (1987). Organization of the regulatory region of the
yeast CYC7 gene: Multiple factors are involved in regulation. Mol. Cell. Biol. 7, 3252–3259.
Pritchard, A. E., Seilhamer, J. J., & Cummings, D. J. (1986). Paramecium mitochondrial DNA
sequences and RNA transcripts for cytochrome subunit I, URF1, and three ORFs adjacent
to the replication origin. Gene 44, 243–253.
Proudfoot, N. J. & Brownlee, G. G. (1976). 3’-noncoding region sequences in eucaryotic
messenger RNA. Nature 263, 211–214.
Prunell, A. (1982). Nucleosome reconstitution on plasmid-inserted poly(dA)·poly(dT). EMBO
J. 1, 173–179.
Prunell, A. & Bernardi, G. (1977). The mitochondrial genome of wild-type cells. VI. Genome
organization. J. Mol. Biol. 110, 53–74.
Prunell, A., Kopecka, H., Strauss, F., & Bernardi, G. (1977). The mitochondrial genome of
wild-type yeast cells. V. Genome evolution. J. Mol. Biol. 110, 17–52.
270 BIBLIOGRAPHIE
Ragnini, A., Grisanti, P., Rinaldi, T., Frontali, L., & Palleschi, C. (1991). Mitochondrial genome
of Saccharomyces douglasii: Genes coding for components of the protein apparatus. Curr.
Genet. 19, 169–174.
Reed, R., Baer, M. F., Guerrier-Takada, C., Donnis-Keller, H., & Altman, S. (1982). Nucleotide
sequence of the gene encoding the RNA subunit (M1 RNA) of ribonuclease P from E. coli.
Cell 30, 627–636.
Reed, R. E. & Altman, S. (1983). Repeated sequences and open reading frames in the 3’-flanking
region of the gene for the RNA subunit of Escherichia coli ribonuclease P. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82, 5359–5363.
Reich, C., Gardiner, K. J., Olsen, G. J., Pace, B., Marsh, T. L., & Pace, N. R. (1986). The
RNA component of the Bacillus subtilis RNase P. Sequence, activity and partial secondary
structure. J. Biol. Chem. 261, 7888–7893.
Reich, C., Olsen, G. J., Pace, B., & Pace, N. R. (1988). Role of the protein moiety of
ribonuclease P, a ribonucleoprotein enzyme. Science 239, 178–181.
Robertson, H. D., Altman, S., & Smith, J. D. (1972). Purification and properties of a specific
Escherichia coli ribonuclease which cleaves a tyrosine transfert ribonucleic acid precursor.
J. Biol. Chem. 247, 5243–5251.
Roe, B. A., Wong, J. F. H., Chen, E. Y., Armstrong, P. W., Stankiewicz, A., Ma, D. P., &
McDonough, J. (1982). Mammalian mitochondrial tRNAs: A modified nucleotide 3’ to the
anticodon may modulate their codon response. In: Mitochondrial Genes, (Slonimski, P. P.,
Borst, P., & Attardi, G., eds) pp. 44–49, New York: Cold Spring Harbor.
Roedel, G. (1986). Two yeast nuclear genes, CBS1 and CBS2, are required for translation of
mitochondrial transcripts bearing the 5’-untranslated COB leader. Curr. Genet. 11, 41–45.
Roedel, G., Koerte, A., & Kaudewitz, F. (1985). Mitochondrial suppression of a yeast nuclear
mutation which affects the translation of the mitochondrial apocytochrome b transcript.
Curr. Genet. 9, 641–648.
Roedel, G., Michaelis, U., Forsbach, V., Kreike, J., & Kaudewitz, F. (1986). Molecular cloning
of a yeast nuclear genes CBS1 and CBS2. Cur. Genet. 11, 47–53.
Roise, D. & Schatz, G. (1988). Mitochondrial presequence. J. Biol. Chem. 263, 4509–4511.
BIBLIOGRAPHIE 271
Roise, D., Theiler, F., Horvath, S., Tomich, J. M., Richards, J., Allison, D. S., & Schatz, G.
(1988). Amphiphilicity is essential for mitochondrial presequence function. EMBO J. 7,
649–653.
Rose, M., Grisafi, P., & Botstein, D. (1984). Structure and function of the yeast URA3 gene:
Expression in Escherichia coli. Gene 29, 113–124.
Rothstein, R. J. (1983). One-step gene disruption in yeast. Methods Enzymol. 101, 202–211.
Roy, A., Exinger, F., & Losson, R. (1990). cis- and trans-acting regulatory elements of the yeast
URA3 promoter. Mol. Cell. Biol. 10, 5257–5270.
Ruskin, B., Krainer, A. R., Maniatis, T., & Green, M. R. (1984). Excision of an intact intron
as a novel lariat structure during pre-mRNA splicing in vitro. Cell 38, 317–331.
Russel, D. W., Smith, M., Cox, D., Williamson, V. M., & Young, E. T. (1983). DNA sequences
of two yeast promoter-up mutants. Nature 304, 652–654.
Sanders, J. P. M., Heyting, C., Verbeet, M. P., Meijlink, F. C. P. W., & Borst, P. (1977). The
organization of genes in yeast mitochondria DNA. III. Comparison of the physical maps of
the mitochondrial DNAs from three wild types Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen. Genet.
157, 239–261.
Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain terminating
inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463–5467.
Schatz, G. (1987). Signals guiding proteins to their correct locations in mitochondria. Eur. J.
Bichem. 165, 1–6.
Schatz, G. & Butow, R. A. (1983). How are proteins imported into mitochondria? Cell 32,
316–318.
Schatz, G., Halsbrunner, E., & Tuppy, H. (1964). Deoxyribonucleotide acid associated with
yeast mitochondria. Biochem. Biophys. Res. Commun. 15, 127–132.
Schatz, G. & Racker, E. (1966). Stable phosphorylating particles from baker’s yeast. Biochem.
biophys. Res. Commun. 22, 579–584.
Schinkel, A. H., Groot-Koerkamp, M. J. A., & Tabak, H. F. (1988). Mitochondrial RNA poly-
merase of Saccharomyces cerevisiae: Composition and mechanism of promoter recognition.
EMBO J. 7, 3255–3262.
272 BIBLIOGRAPHIE
Schinkel, A. H., Groot-Koerkamp, M. J. A., Touw, E. P. W., & Tabak, H. F. (1987). Specificity
factor of yeast mitochondrial RNA polymerase. Purification and interaction with core RNA
polymerase. J. Biol. Chem. 262, 12785–12791.
Schinkel, A. H., Groot-Koerkamp, M. J. A., van der Horst, G. T. J., Touw, E. P. W., Osinga,
K. A., van der Bliek, A. M., Veeneman, G. H., van Boom, J. H., & Tabak, H. F. (1986).
Characterization of the promoter of the large ribosomal RNA gene in yeast mitochondria
and separation of mitochondrial RNA polymerase into two different functional components.
EMBO J. 5, 1041–1047.
Schleyer, M., Schmidt, B., & Neupert, W. (1982). Requirement of a membrane potential for the
posttranslational transfert into mitochondria. Eur. J. Biochem. 125, 109–116.
Schmidt, C., So¨llner, T., & Schweyen, R. (1987). Nuclear suppression of a mitochondrial RNA
splice defect: Nucleotide sequence and disruption of the MRS3 gene. Mol. Gent. Genet.
210, 145–152.
Schmitt, M. E. & Clayton, D. A. (1992). Yeast site-specific ribonucleoprotein endoribonuclease
MRP contains RNA component homologous to mammalian RNase MRP RNA and essential
for cell viability. Genes & Dev. 6, 1975–1985.
Schneller, J. M. (1977). E´tude de l’origine ge´ne´tique et de proprie´te´s de tRNA isoaccepteurs
et d’aminoacyl-tRNA synthe´tases associe´s aux mitochondries de la levure Saccharomyces
cerevisiae. PhD thesis Universite´ Louis Pasteur Strasbourg.
Schneller, J. M., Schneller, C., & Stahl, A. J. C. (1976). Immunological study of yeast yeast
mitochondrial phenylalanyl-tRNA synthetase. In: Genetics and Biogenesis of Chloroplasts
and Mitochondria, (Bu¨cher, T., Neupert, W., Sebald, W., & Werner, S., eds) pp. 775–778,
Amsterdam: Elsevier/North Holland Press.
Schulze, M. & Ro¨del, G. (1987). SCO1, a yeast nuclear gene essential for accumulation of
mitochondrial cytochrome c oxidase subunity II. Mol. Gen. Genet. 210, 492–498.
Schuster, W. & Brennicke, A. (1986). Pseudocopies of the ATPase α-subunit gene in Oenothera
mitochondria are present on different circular molecules. Mol. Gen. Genet. 204, 29–35.
Sebald, W. (1977). Biogenesis of mitochondrial ATPase. Biochem. Biophys. Acta 463, 1–27.
Sebald, W. & Hoppe, J. (1981). On the structure and genetics of the proteolipid subunit of the
ATP synthetase complex. Curr. Topics Bioenerg. 12, 1–64.
BIBLIOGRAPHIE 273
Sederoff, R. R. (1987). Structural variation in mitochondrial DNA. Adv. Genet. 22, 1–108.
Sherman, F. & Stewart, J. W. (1982). Mutations altering the initiation of translational of yeast
iso-1-cytochrome c: contrasts between the eukaryotic and prokaryotic initiation process. In:
Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces: Metabolism and Gene Expression, (Strath-
ern, J. N., Jones, E., & Broach, J. R., eds) pp. 301–333, Colg Spring Harbor, New York:
Cold Spring Harbor Laboratory.
Shiraishi, M. & Shimura, Y. (1986). Mutations affecting two distinct functions of the RNA
component of RNase P. EMBO J. 5, 3673–3679.
Siliciano, P. G., Jones, M. H., & Guthrie, C. (1987). Saccharomyces cerevisiae has U1-like small
nuclear RNA with unexpected properties. Science 237, 1484–1487.
Siliciano, P. G. & Tatchell, K. (1984). Transcription and regulatory signals at the mating type
locus in yeast. Cell 37, 969–978.
Simonin, F., Briand, J. P., Muller, S., & de Murcia, G. (1991). Detection of poly(ADP ribose)
Polymerase in Crude Extract by Activity-Blot. Anal. Biochem. 195, 226–231.
Simpson, L. (1986). Kinetoplast DNA in trypanosomid flagellates. Int. Rev. Cytol. 99, 119–179.
Skovgaard, O. (1990). Nucleotide sequence of a Proteus mirabilis DNA fragment homologous to
the 60 K-rnpA-rpmH-dnaA-dnaN- recF-gyrB region of Escherichia coli. Gene 93, 27–34.
Slonimski, P. P. (1955). La formation des enzymes respiratoires chez la levure. Paris: Masson.
Slonimski, P. P. & Tzagoloff, A. (1976). Localization in yeast mitochondrial DNA of mutations
expressed in a deficiency of cytochrome oxidase and/or coenzyme Q-H2 cytochrome c
reductase. Eur. J. Biochem. 61, 27–41.
Smith, M., Leung, D. W., Gillam, S., Astell, C. R., Montgomery, D. L., & Hall, B. D. (1979).
Sequence of the gene for iso-1-cytochrome c in Saccharomyces cerevisiae. Cell 16, 753–761.
Snyder, M. & Davis, R. W. (1985). Screening lambda gt 11 expression libraries with antibody
probes. In: Hybidomas in the Biosciences and Medicine, (Springer, T., ed) p. 397, New
York: Plenum Press.
Snyder, M., Elledge, S., Sweetser, D., Young, R. A., & Davis, R. W. (1987). λgt 11: Gene
isolation with antibody probes and other applications. Methods enzymol. 159, 107–128.
274 BIBLIOGRAPHIE
Sor, F. & Fukuhara, H. (1989). Analysis of chromosomal DNA patterns of the genus
Kluyveromyces. Yeast 5, 1–10.
Southern, E. (1975). Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel
electrophoresis. J. Mol. Biol. 98, 503–517.
Stark, B. C., Kole, R., Bowman, E. J., & Altman, S. (1978). Ribonuclease P: An enzyme with
an essential RNA component. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 3717–3721.
Steitz, J. A. (1987). The mammalian Pre-messenger RNA splicing apparatus: A ribosome in
pieces? In: Molecular Biology of RNA, (Dudock, M. & Dudock, B. S., eds) pp. 69–95, New
York: Academic Press.
Steitz, J. A. (1989). Immunoprecipitation of ribonucleoproteins using autoantibodies. Methods
Enzymol. 180, 468–481.
Stern, D. B., Bang, A. G., & Thompson, W. F. (1986). The watermelon mitochondrial URF-1
gene: Evidence for a complex structure. Cur. Genet. 10, 857–869.
Struhl, K. (1985). Naturally occuring poly(dA-dT) sequences are upstream promoter elements
for constitutive transcription in yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 8419–8423.
Struhl, K. (1986). Constitutive and inducible Saccharomyces cerevisiae promoters: Evidence for
two distinct molecular mechanisms. Mol. Cell. Biol. 6, 3847–3853.
Struhl, K. (1989). Molecular mecanisms of transcriptional regulation in yeast. Annu. Rev.
Biochem. 58, 1051–1077.
Straˇby, K. B. (1988). A yeast tRNAArg gene can act as promoter for a 5’ flank deficient, non
transcribable tRNASup6 gene to produce biologically active suppressor tRNA. Nucl. Acids
Res. 16, 2841–2857.
Stuart, R. A., Neupert, W., & Tropschug, M. (1987). Deficiency in mRNA splicing in a
cytochrome c mutant of Neurospora crassa: Importance of carboxy-terminus for import
of apocytochrome c into mitochondria. EMBO J. 6, 2131–2137.
Suyama, Y. (1986). Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis analysis of Tetrahymena
mitochondrial tRNA. Curr. Genet. 10, 411–420.
Suyama, Y., Fukuhara, H., & Sor, F. (1985). A fine restriction map of the linear mitochondrial
DNA of Tetrahymena pyriformis: Genome size, map locations of rRNA and tRNA genes,
terminal inversion repeat, and restriction site polymorphism. Curr. Genet. 9, 479–493.
BIBLIOGRAPHIE 275
Szekely, E. & Montgomery, D. L. (1984). Glucose represses transcription of Saccharomyces
cerevisiae nuclear genes that encode mitochondrial components. Mol. Cell. Biol. 4, 939–
946.
Tabak, H. F., Schinkel, A. H., Koerkamp, M. J. A. G., van der Horst, G. T. J., van der
Horst, G., & Arnberg, A. C. (1986). The large ribosomal RNA gene of mitochondrial
DNA of Saccharomyces cerevisiae: In vitro initiation of transcription and self-splicing of
precursor RNA. In: Achievements and Perspectives of mitochondrial Research. Volume II:
Biogenesis, (Quagliariello, E., Slater, E. C., Palmieri, F., Saccone, C., & Kroon, A. M., eds)
, Amsterdam: Elsevier Science Publishers.
Tabak, H. F., van der Horst, G., Osinga, K. A., & Arnberg, A. C. (1984). Splicing of large
ribosomal precursor RNA and processing of intron RNA in yeast mitochondria. Cell 39,
623–629.
Tabor, S. & Richardson, C. C. (1987). DNA sequence analysis with a modified bacteriophage
T7 polymerase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 4767–4771.
Takeshima, T., Inoue, C., Kitagawa, Y., & Kusano, T. (1989). Nucleotide sequence of a
Thiobacillus ferrooxidans chromosomal gene, which encodes putative RNA component of
RNase P. Nucl. Acids Res. 17, 9482.
Taylor, F. J. (1987). An overview of the status of evolutionary cell symbiosis theories. In:
Endocytobiology III, (Lee, J. J. & Fredick, J. F., eds) volume 503 pp. 1–16, New York: Ann.
N. Y. Acad. Sci.
Taylor, J. W., Ott, J., & Eckstein, F. (1985a). The rapid generation of oligonucleotide-directed
mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA. Nucl. Acids Res. 13,
8765–8784.
Taylor, J. W., Schmidt, W., Coostick, R., Okruszed, A., & Eckstein, F. (1985b). The use of
phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA.
Nucl. Acids Res. 13, 8749–8764.
Teague, M. A., Chaleff, D., & Errede, B. (1986). Nucleotide sequence of the yeast regulatory
gene STE7 predicts a protein homologous to protein kinases. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83, 7371–7375.
Terpstra, P. & Butow, R. A. (1979). The role of var1 in the assembly of yeast mitochondrial
ribosomes. J. Biol. Chem. 254, 12662–12669.
276 BIBLIOGRAPHIE
Tewari, K. K., Jayaraman, J., & Mahler, H. R. (1965). Separation and characterization of
mitochondrial DNA from yeast. Biochem. Biophys. Res. Commun. 21, 141–148.
Thalenfeld, B. E., Bonitz, S. G., Nobrega, F. G., Macino, G., & Tzagoloff, A. (1983). Oli1
transcripts in wild type and in a cytoplasmic “petite” mutant of yeast. J. Biol. Chem. 258,
14065–14068.
Ticho, B. S. & Getz, G. S. (1988). The characterization of yeast mitochondrial RNA polymerase.
A monomer of 150000 Daltons with a transcription factor of 70000 Daltons. J. Biol. Chem.
263, 10096–10103.
Topper, J. N. & Clayton, D. A. (1990a). Characterization of human MRP/Th RNA and its
nuclear gene: Full-length MRP/Th RNA is an active endoribonuclease when assembled as
an RNP. Nucl. Acids Res. 18, 793–799.
Topper, J. N. & Clayton, D. A. (1990b). Secondary structure of the RNA component of a
nuclear/mitochondrial ribonucleoprotein. J. Biol. Chem. 265, 13254–13262.
Towbin, H., Staehlin, T., & Gordon, I. (1979). Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure and some applications. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 76, 4350–4354.
Turcq, B., Dobinson, K. F., Serizawa, N., & Lambowitz, A. M. (1992). A protein required
for RNA processing and splicing in Neurospora mitochondria is related to gene products
involved in cell cycle protein phosphatase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 1676–1680.
Tzagoloff, A. (1982). Mitochondria. In: Cellular Organelles, (Siekevitz, P., ed) , New York and
London: Plenum Press.
Tzagoloff, A., Akai, A., Kurkulos, M., & Repetto, B. (1988). Homology of yeast mitochondrial
leucyl-tRNA synthetase an isoleucyl- and methionyl-tRNA synthetases of Escherichia coli.
J. Biol. Chem. 263, 850–856.
Tzagoloff, A., Akai, A., & Needlemann, R. B. (1975a). Properties of cytoplasmic mutants of
Saccharomyces cerevisiae with specific lesions in cytochrome oxidase. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 72, 2054–2057.
Tzagoloff, A., Akai, A., & Needlemann, R. B. (1975b). Assembly of mitochondrial membrane
system. Isolation of nuclear and cytoplasmic mutants of Saccharomyces cerevisiae with
specific defects in mitochondrial functions. J. Bacteriol. 122, 826–831.
BIBLIOGRAPHIE 277
Tzagoloff, A., Crivellone, M., Campbell, A., Hill, J., Koerner, T. J., Myers, A. M., & Pape, L. K.
(1985). Charaterization of yeast nuclear genes coding for mitochondrial aminoacyl-tRNA
synthetases. In: Achievements and Perspectives of Mitochondrial Research, (Quagliariello,
E., Slater, E. C., Palmieri, F., Saccone, C., & Kroon, A. M., eds) pp. 371–378, Amsterdam:
Elsevier Science Publishers.
Tzagoloff, A., Foury, A., & Akai, A. (1976). Resolution of the mitochondrial DNA. In: The
Genetic Functions of Mitochondrial DNA, (Saccone, C. & Kroon, A. M., eds) pp. 155–161,
Amsterdam: North-Holland Company.
Tzagoloff, A. & Myers, A. M. (1986). Genetics of mitochondrial biogenesis. Ann. Rev. Biochem.
55, 249–285.
Underbrink-Lyon, K., Miller, D. L., Ross, N. A., Fukuhara, H., & Martin, N. C. (1983).
Characterization of a yeast mitochondrial locus necessary for tRNA biosynthesis. Mol.
Gen. Genet. 191, 512–518.
Vaitukaitis, J. L. (1981). Production of antisera with small doses of immunogen: Multiple
intradermal injections. Methods Enzymol. 73, 46–52.
Vallee, B. L., Coleman, J. E., & Auld, D. S. (1991). Zinc fingers, zinc clusters, and zinc twists
in DNA-binding proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 999–1003.
van der Boogaart, P., Samallo, J., & Agsteribbe, E. (1982). Similar genes for a mitochondrial
ATPase subunit in the nuclear and mitochondrial genomes of Neurospora crassa. Nature
298, 187–189.
van der Horst, G. & Tabak, H. F. (1985). Self-splicing of yeast mitochondrial ribosomal and
messenger RNA precursors. Cell 40, 759–766.
van Loon, A. P. G. M., de Groot, R. J., de Haan, M., Dekker, A., & Grivell, L. A. (1982).
Isolation and characterization of nuclear genes coding for subunits of the yeast ubiquinol-
cytochrome c reductase complex. Gene 20, 323–327.
Verdier, J. M. (1990). Regulatory DNA-binding proteins in yeast: An Overview. Yeast 6,
271–297.
Verdie`re, J., Creusot, F., Guarente, L., & Slonimski, P. P. (1986). The overproducing CYP1
and the underproducing HAP1 mutations are alleles of the same gene which regulates in
trans the expression of the structural genes encoding iso-cytochromes c. Curr. Genet. 10,
339–342.
278 BIBLIOGRAPHIE
Verdie`re, J., Creusot, F., & Guerineau, M. (1985). Regulation of the expression of iso 2-
cytochrome c gene in S. cerevisiae: Cloning of the positive regulatory gene CYP1 and
identification of the region of its target sequence on the structural gene CYP3. Mol. Gen.
Genet. 199, 524–533.
Verner, K. & Schatz, G. (1988). Protein translocation across membranes. Science 241, 1307–
1313.
Vieira, J. & Messing, J. (1987). Production of single-stranded plasmid DNA. Methods Enzymol.
153, 3–11.
Vioque, A. (1992). Analysis of the gene encoding the RNA subunit of ribonuclease P from
cyanobacteria. Nucl. Acids Res. 20, 6331–6337.
Vioque, A., Arnez, J., & Altman, S. (1988). Protein-RNA interactions in the RNase P holoen-
zyme. J. Mol. Biol. 202, 835–848.
von Heijne, G. (1986). Mitochondrial targeting sequences may form amphiphilic helices. EMBO
J. 5, 1335–1342.
Walberg, M. W. & Clayton, D. A. (1981). Sequence and properties of the human KB cell and
mouse L cell D-loop regions of mitochondrial DNA. Nucl. Acids Res. 9, 5411–5421.
Wallace, D. C. (1982). Structure and evolution of organelle genomes. Microbiol. Rev. 46, 208–
240.
Walter, P., Gangloff, J., Bonnet, J., Boulanger, Y., Ebel, J. P., & Fasiolo, F. (1983). Primary
structure of the Saccharomyces cerevisiae gene for methionyl-tRNA synthetase. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80, 2437–2441.
Wang, M. J., Davis, N. W., & Gegenheimer, P. (1988). Novel mecanisms for maturation of
chloroplasts transfert RNA precursor. EMBO J. 7, 1567–1574.
Warburg, O. & Christian, W. (1941). Isolierung und Kristallisation des Gaerungsferments
Enolase. Biochem. Z. 310, 384–421.
Ward, B. L., Anderson, R. S., & Bendish, A. J. (1981). The mitochondrial genome is large and
variable in a family of plants (Cucurbitacea). Cell 25, 793–803.
Waring, R. B., Davies, R. W., Scazzocchio, C., & Brown, T. A. (1982). Internal structure of a
mitochondrial intron of Aspergillus nidulans. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 6332–6336.
BIBLIOGRAPHIE 279
Warner, J. R. (1989). Synthesis of ribosomes in Saccharomyces cerevisiae. Microbiol. Rev. 53,
256–271.
Warrior, R. & Gall, J. (1985). The mitochondrial DNA of Hydra littoralis consists of two linear
molecules. Arch. Sc. Gene`ne 38, 439–445.
Waugh, D. S., Green, C. J., & Pace, N. R. (1989). The design and catalytic properties of a
simplified ribonuclease P RNA. Science 244, 1569–1571.
Weiss-Brummer, B., Rodel, G., Schweyen, R. J., & Kaudewitz, F. (1982). Expression of the
split gene cob in yeast: Evidence for a precursor of a “maturase” protein translated from
intron 4 and preceding exons. Cell 29, 527–536.
Wesolowski, M. & Fukuhara, H. (1979). The genetic map of transfer RNA genes of yeast
mitochondria: Correction and extension. Mol. Gen. Genet. 170, 261–275.
Wesolowski, M., Palleschi, C., Agostinelli, M., Frontali, L., & Fukuhara, H. (1981). Two genes
for mitochondrial Tyrosine transfer RNA in yeast. Localization and expression. FEBS Lett.
125, 180–182.
Wesolowsky, M. & Fukuhara, H. (1981). Linear mitochondrial deoxyribonucleic acid from the
yeast Hansenula mrakii. Mol. Cell Biol. 1, 387–393.
Willis, L., Nichols, M., Chisholm, V., So¨ll, D., Heyer, W. D., Szankasi, P., Amstutz, H., Munz, P.,
& Kohli, J. (1986). Functional complementation between mutations in a yeast suppressor
tRNA gene reveals potential for evolution of tRNA sequences. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83, 7860–7864.
Wilson, C., Ragnini, A., & Fukuhara, A. (1989). Analysis of the regions coding for transfert
RNAs in Kluyveromyces lactis mitochondrial DNA. Nucl. Acids Res. 17, 4485–4491.
Winkler, H., Adam, G., Mattes, E., Schantz, M., Artig, A., & Ruis, H. (1988). Coordinate
control of synthesis of mitochondrial and non-mitochondrial hemoproteins: A binding site
for the HAP1 (CYP1) protein in the UAS region of the yeast catalase T Gene (CTT1).
EMBO J. 7, 1799–1804.
Winkley, C. S., Keller, M. J., & Jaehning, J. A. (1985). A multicomponent mitochondrial
polymerase from Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 260, 14214–14223.
Wise, C. A. & Martin, N. C. (1991). Dramatic size variation of yeast mitochondrial RNAs
suggests that RNase P RNAs can be quite small. J. Biol. Chem. 266, 19154–19157.
280 BIBLIOGRAPHIE
Woese, C. R. (1987). Bacterial evolution. Microbiol. Rev. 51, 221–271.
Wolfe, K. & Giudice, L. D. (1988). The variable mitochondrial genome of ascomycetes: Organi-
zation, mutational alterations and expression. Adv. Genet. 25, 185–308.
Wolstenholme, D. R., Macfarlane, J. L., Okimoto, R., Clary, D. O., & Wahleithner, J. A. (1987).
Bizarre tRNAs inferred from DNA sequences of mitochondrial genomes of nematode worms.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 1324–1328.
Wong, T. W. & Clayton, D. A. (1985a). Isolation and characterization of a DNA primase from
human mitochondria. J. Biol. Chem. 260, 11530–11535.
Wong, T. W. & Clayton, D. A. (1985b). In vitro replication of human mitochondrial DNA:
Accurate initiation at the origin of light-strand synthesis. Cell 42, 951–958.
Wong, T. W. & Clayton, D. A. (1986). DNA primase of human mitochondria is associated with
structural RNA that is essential for enzymatic activity. Cell 45, 817–825.
Yaffe, M. P. & Schatz, G. (1984). Two nuclear mutations that block mitochondrial protein
import in yeast. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 4819–4823.
Yamaguchi-Shinozaki, K., Shinozaki, K., & Sugiura, M. (1987). Processing of precursor tRNAs
in a chloroplast lysate. FEBS Lett. 215, 132–136.
Young, R. A. & Davis, R. W. (1983). Efficient isolation of genes by using antibody Probes.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 1194–1198.
Yuan, Y. & Reddy, R. (1991). 5’ flanking sequences of human MRP/7-2 RNA gene are required
and sufficient for the transcription by RNA polymerase III. Biochim. Biophys. Acta 1089,
33–39.
Zaniewski, R., Petraijis, E., & Deutscher, M. (1982). Transcription and precursor processing
of normal and mutant human tRNAMeti genes in a homologous cell-free system. J. Biol.
Chem. 257, 7857–7863.
Zaret, K. S. & Sherman, F. (1982). DNA sequence required for efficient transcription termination
in yeast. Cell 28, 563–573.
Zassenhaus, H. P., Martin, N. C., & Butow, R. A. (1984). Origins of transcripts of the yeast
mitochondrial var1 gene. J. Biol. Chem. 259, 6019–6027.
BIBLIOGRAPHIE 281
Zaug, A. J., Grabowski, P. J., & Cech, T. R. (1983). Autocatalytic cyclization of an excised
intervening sequence RNA is a cleavage-ligation reaction. Nature 301, 578–583.
Zimmerly, S., Gamulin, V., Burkard, U., & So¨ll, D. (1990). The RNA component of RNase P
in Schizosaccharomyces species. FEBS lett. 271, 189–193.
Zimmermann, R. (1986). Import of proteins into mitochondria. In: Protein compartmentaliza-
tion, (Strauss, A. W., Boime, I., & Kreil, G., eds) pp. 120–136, New York: Springer.
Zimmermann, R., Hennig, B., & Neupert, W. (1981). Different transport pathways of individual
precursor proteins in mitochondria. Eur. J. Biochem. 116, 455–460.
Zinn, A. R. & Butow, R. A. (1985). Nonreciprocal exchange between alleles of the yeast
mitochondrial 21S rRNA gene: Kinetics and the involvement of a double-strand break.
Cell 40, 887–895.
Zinn, A. R., Pohlman, J. K., Perlman, P. S., & Butow, R. A. (1988). In vivo double-strand
breacks occur at recombinogenic G+C-rich sequences in the yeast mitochondrial genome.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2686–2690.
Zitomer, R. S., Montgomery, D. L., Nichols, D. L., & Hall, B. D. (1979). Transcriptional
regulation of the yeast cytochrome c gene. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 3627–3631.
Zitomer, R. S., Sellers, J. W., McCarter, D. W., Hastings, G. A., Wick, P., & Lowry, C. V. (1987).
Elements involved in oxygen regulation of the Saccharomyces cerevisiae CYC7 gene. Mol.
Cell. Biol. 7, 2212–2220.
Zoller, M. J. & Smith, M. (1984). Oligonucleotide-directed mutagenesis: A simple method using
two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template. DNA 3, 479–488.
282 BIBLIOGRAPHIE
Re´sume´: Ce me´moire porte sur l’e´tude des activite´s enzymatiques de la mitochondrie de la levure
Saccharomyces cerevisiae, responsables de la maturation en 5’ et en 3’ des tRNA re´alise´e par la RNase P et
la 3’ pre´-tRNase, respectivement.
La majeure partie de ce travail est consacre´e a` la purification de la RNase P mitochondriale de levure
et a` l’e´tude de ses constituants ribonucle´ique et prote´ique. Puis, dans le cadre d’une e´tude des relations
structure-fonctions du composant ribonucle´ique de la RNase P mitochondriale, nous avons identifie´ ce dernier
dans les mitochondries de diffe´rentes levures du genre Kluyveromyces, e´volutivement tre`s proches du genre
Saccharomyces. Enfin, nous avons caracte´rise´ la 3’ pre´-tRNase mitochondriale et e´tudie´ quelques-unes de ses
proprie´te´s.
La RNase P est une ribonucle´oprote´ine constitue´e du RNA 9S code´ par un ge`ne mitochondriale (ge`ne
RPM1) et de prote´ine(s) code´e(s) par le noyau. L’enzyme a e´te´ purifie´ a` une apparente homoge´ne´ite´. Nous
avons de´montre´ que le RNA 9S est le composant ribonucle´ique de la RNase P. Cependant, des expe´riences
d’hybridation “Northern” sur le RNA extrait a` diffe´rentes e´tapes de la purification de l’enzyme, en utilisant
des sondes de diffe´rentes re´gions du ge`ne RPM1, ont montre´ que le RNA 9S e´tait de´grade´ au cours de la
purification, sans pour autant affecter de fac¸on significative l’activite´ de l’enzyme. D’autre part, l’extraction du
RNA a` partir de la RNase P purifie´e a permis d’isoler un RNA de 70 nucle´otides dont la se´quence correspond
a` celle de l’extre´mite´ 3’ du RNA 9S. La pre´sence de ce fragment dans la ribonucle´oprote´ine semble eˆtre
suffisante pour son activite´ in vitro. Un polypeptide de 63 kDa co-purifie avec l’activite´ RNase P. Il a une
masse de 250 kDa sur gel natif, sugge´rant qu’il pourrait eˆtre compose´ de 4 sous-unite´s du polypeptide de
63 kDa et d’un fragment du RNA 9S de 70 nucl. Le polypeptide de 63 kDa est re´ve´le´ avec des se´ra de malades
atteints de maladies auto-immunes. Ces se´ra dirige´s contre des ribonucle´oprote´ines, sont notamment capables
de reconnaˆıtre la RNase P de E. coli et de cellules Hela. Ainsi, le composant prote´ique de la RNAse P pourrait
avoir des homologies structurales avec d’autres ribonucle´oprote´ines reconnues par cette famille d’anticorps,
comme par exemple la U1-snRNP et la thRNP(RNase MRP).
Afin de pre´ciser les relations structure-fonctions du RNA de la RNase P mitochondriale de levure, nous
avons identifie´ des ge`nes e´quivalents a` celui du RNA 9S dans les mitochondries de diffe´rentes espe`ces du
genre Kluyveromyces (K. bulgaricus, K. fragilis, K. thermotolerans) et de S. carlsbergensis, e´volutivement
proches du genre Saccharomyces. Le ge`ne de ce RNA de ces quatre espe`ces a e´te´ clone´ par PCR. Nous avons
de´montre´ que ce ge`ne code effectivement pour le constituant ribonucle´ique de la RNase P. En effet, la pre´sence
du RNA corre`le parfaitement avec l’activite´ enzymatique de la RNase P dans des fractions mitochondriales
partiellement purifie´es. La taille et la se´quence de ces RNA se sont re´ve´le´es tre`s variables d’une espe`ce a`
l’autre. Les seuls e´le´ments de se´quences conserve´es sont localise´s dans deux courtes re´gions situe´es, l’une a`
l’extre´mite´ 5’ et l’autre a` l’extre´mite´ 3’ de la mole´cule. Ces deux blocs qui repre´sentent les seuls e´le´ments de
se´quences conserve´es entre le RNA des eubacte´ries et celui des mitochondries de levures, sont capables de
s’apparier pour former une structure en “pseudo-nœud”. Ce repliement tertiaire pourrait eˆtre crucial pour la
fonction de ces RNA. L’alignement des se´quences de ces RNA mitochondriaux nous a permis de proposer un
mode`le commun de structure secondaire, comparable a` celui des RNA des RNAse P procaryotes.
Nous avons caracte´rise´ l’activite´ endonucle´asique implique´e dans la maturation de l’extre´mite´ 3’ des tRNA
mitochondriaux. Contrairement a` la RNase P mitochondriale, l’activite´ de cet enzyme ne de´pend pas de la
pre´sence d’un acide ribonucle´ique. Des e´tudes cine´tiques de maturation, re´alise´es avec un pre´curseur de tRNA
posse´dant les deux extensions en 5’ et en 3’, ont permis de mettre en e´vidence l’existence d’une chronologie
dans la maturation des tRNA mitochodriaux. En effet, dans des fractions prote´iques contenant a` la fois l’activite´
de la RNase P et celle de la 3’ pre´-tRNase, les extre´mite´s 5’ sont enleve´es en premier, puis dans un deuxie`me
temps, la 3’ pre´-tRNase clive l’extension 3’ du pre´curseur. Malheureusement, la purification de la 3’ pre´-tRNase
a bute´ sur un proble`me de stabilite´ de cet enzyme qui n’a donc pu eˆtre e´tudie´ de fac¸on plus approfondie.
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